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 1 
ABSTRACT 
Infectious bursal disease virus (IBDV), an avian double-stranded (ds)RNA virus of the 
Birnaviridae family, encompasses features of positive and negative ssRNA viruses. IBDV has a 
polyploid, bisegmented dsRNA genome, organized as ribonucleoprotein particles (RNP), 
enclosed within a single, non-enveloped ~70-nm-diameter capsid with a T=13l lattice.  The 
capsid structural units are trimers of a single protein, VP2. The VP2 precursor (pVP2) is 
encoded as part of the polyprotein NH2-pVP2-VP4-VP3-COOH; VP4 is the viral protease, able 
to cleave its own N and C termini. VP3 is a multifunctional protein that, in addition to its RNA-
binding activity, interacts with itself, with pVP2, or with VP1 (the viral polymerase). Indirect 
analyses suggested that VP3 acts as a scaffolding protein during capsid morphogenesis, recruits 
VP1, and also encapsidates the viral genome. VP1 is found as a free protein or is covalently 
linked to the 5’ ends of the two genome segments (the so-called VPg). 
In IBDV-infected cells, the assembly pathway gives rise mainly to virions that package four 
RNP, although minor discrete viral populations with lower RNP content are also formed. We 
analyzed these IBDV populations (E1-E6, ranging from none to four RNP). Atomic force 
microscopy (AFM) analysis of E1 empty T=13 particles, in combination with cryo-electron 
tomography (cryo-ET) and three-dimensional single-particle cryo-electron microscopy (3D 
cryo-EM) showed that VP3 is organized as a second, partially organized protein layer beneath 
the T=13 layer of (p)VP2. This is the first observation in which VP3 is caught acting as a 
scaffold protein in these procapsid-like particles. Interactions between VP2/pVP2 and VP3 were 
located mainly on hexameric positions of the T=13 capsid. 
IBDV virions dialyzed against a low ionic strength basic buffer rendered structurally preserved 
RNP (comprised of dsRNA, VP3 and VP1/VPg), which were functionally competent for capsid-
independent RNA synthesis, and also effectively propagated the virus in transfection 
experiments.  We purified VPg-dsRNA complexes in non-denaturing conditions.  Titration of 
VPg-dsRNA with VP3 (monitored in electrophoretic mobility shift assays) allowed us to 
determine the VP3 ratio at which RNP properties are restored. Negative stain EM and cryo-EM 
analysis indicated that RNP are dsRNA molecules wrapped with VP3 monomers. Hybrid 
methods (EM combined with high-resolution X-ray structures) were used to analyze the RNP 
ends, in which one or two copies of VP1/VPg were found. 
Finally, we analyzed the mechanical properties of the IBDV populations. The IBDV population 
with the largest RNP number (and best fitness) showed greatest capsid rigidity. When bound to 
dsRNA, VP3 reinforces virus stiffness. These contacts involve interactions with capsid 
structural subunits that differ from the initial interactions during capsid assembly.  Our analysis 
suggest that RNP dimers are the basic stabilization units of the virion, which provides better 
understanding of multifunctional proteins and highlights the duality of RNP as capsid-
stabilizing and genetic information platforms. 
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Los virus suponen el mayor exponente en cuanto a economía de la información se refiere, lo que 
se ve reflejado no sólo en su estrategia de multiplicación y diseminación, sino también en su 
construcción. Es interesante cómo los virus llevan a cabo las complejas funciones de su ciclo 
vital considerando la limitada información contenida en su genoma. En su forma más simple, un 
virus está formado por el ácido nucleico y un contenedor proteico, la cápsida, que lo protege del 
ambiente exterior durante su fase extracelular. Las partículas virales varían enormemente en 
tamaño y forma, así como también en el número y naturaleza de las macromoléculas de las que 
se componen. Sin embargo, siguen principios generales idénticos y funciones similares (Castón, 
2013; Harrison, 2007; Mateu, 2013). 
 
1.1 Estructura y función de la cápsida viral 
La función primaria de la cápsida viral es la de proteger el genoma frente a agentes físicos y 
químicos del entorno. Además, la cápsida participa activamente en numerosos procesos a lo 
largo del ciclo viral: selecciona el ácido nucleico viral en el entorno celular, busca su salida, 
protege el genoma viral durante su transporte de un hospedador a otro, reconoce la siguiente 
célula huésped, se internaliza en ella y, finalmente, libera el ácido nucleico para su replicación 
(Flint et al., 2009; Mateo, 2004). Algunas cápsidas también participan activamente en la 
replicación del genoma viral. Todas estas funciones son compaginadas con elevadas tasas de 
mutación para evitar el sistema inmune en vertebrados. Por tanto, la consideración de las 
cápsidas como estructuras cerradas inertes, meros contenedores del material genético, no es 
adecuada ya que experimentan profundas modificaciones estrechamente relacionadas con el 
momento del ciclo vital del virus (Baker et al., 1999; Prasad y Schmid, 2012). La cápsida debe 
ser considerada como una estructura metaestable, que representa el compromiso entre la 
estabilidad necesaria para que los virus sobrevivan en el medio extracelular, y la inestabilidad 
para convertirse en estructuras lábiles capaces de liberar el genoma en el interior de la célula 
huésped tras la interacción con receptores celulares específicos (Chow et al., 1997; Lu et al., 
1998; Rossmann et al., 1997).  Los virus han desarrollado soluciones estructurales únicas frente 
a las numerosas presiones selectivas impuestas por las diversas funciones que sus cápsidas 
deben desarrollar a lo largo del ciclo viral (Chow et al., 1997; Johnson, 1996; Rossmann et al., 
1997). 
 
Debido a la limitada capacidad codificante impuesta por el tamaño de su genoma, el ensamblaje 
eficiente de una partícula viral radica en dos aspectos básicos, la aplicación de elementos de 
simetría y el polimorfismo de las proteínas estructurales (Cardone et al., 2009; Dokland, 2000; 
Gertsman et al., 2009; Steven et al., 2005). El uso de relaciones de simetría permite generar 
estructuras tridimensionales de forma y tamaño definidos a partir de un número de copias de 
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uno o pocos componentes proteicos. Las subunidades proteicas que forman las cápsidas 
interaccionan entre sí mediante enlaces no covalentes débiles, con la excepción del bacteriófago 
HK97 donde las subunidades estructurales forman enlaces covalentes (Hendrix y Johnson, 
2012; Popa et al., 1991). La estabilidad de la partícula viral se consigue por la cooperación de 
múltiples interacciones de tipo iónico, hidrofóbico, enlaces de hidrógeno e interacciones de van 
der Waals, que se establecen cuando las subunidades proteicas adquieren posiciones 
determinadas por relaciones de simetría. Estas interacciones débiles son de enorme 
trascendencia ya que permiten una cierta flexibilidad en los contactos intersubunidades 
(contactos equivalentes pero no idénticos), lo que implica ligeras variaciones en la estructura 
tridimensional (3D) de las subunidades proteicas. 
 
Excepto en los virus complejos, de las numerosas formas y tamaños entre las diferentes familias 
virales, las simetrías icosaédrica y helicoidal son las más frecuentes entre las cápsidas virales 
(Cann, 2012; Flint et al., 2009). La simetría helicoidal simplifica el ensamblaje de la cápsida y 
es flexible en cuanto al empaquetamiento del genoma. Las subunidades que conforman la 
cápsida helicoidal se disponen en hexámeros planos, que proporcionan entornos idénticos con 
excepción de los extremos, y con un determinado ángulo de curvatura impuesto por las 
interacciones entre las subunidades que determina el diámetro del tubo. Sin embargo está 
relativamente limitada ya que menos del 10% de las familias virales tienen simetría helicoidal, 
siendo la mayoría virus de plantas y bacteriófagos (Abrescia et al., 2012; Baker et al., 1999; 
Bamford et al., 2005; Jiang et al., 2003). 
 
El icosaedro es una partícula cerrada con simetría cúbica que permite posicionar el mayor 
número de subunidades asimétricas en su superficie manteniendo interacciones idénticas y, por 
tanto, representa la estructura regular más estable y económica desde el punto de vista genético. 
Además, esta estructura presenta la relación superficie/volumen más baja, siendo por tanto el 
poliedro con la mayor capacidad de almacenamiento por unidad de información genética. Los 
virus icosaédricos pueden ser descritos mediante la teoría de la cuasi-equivalencia y el concepto 
del número de triangulación T (Caspar y Klug, 1962). Los virus icosaédricos más simples están 
formados por 60 subunidades idénticas formando exclusivamente pentámeros (cápsidas T=1). 
Para la formación de cápsidas con más de 60 subunidades, es necesario que éstas se ensamblen 
formando pentámeros y hexámeros por lo que no pueden tener interacciones idénticas 
(polimorfismo conformacional) sino cuasi-equivalentes (cápsidas con T>1). 
 
La teoría de la cuasi-equivalencia implica pequeñas diferencias en las interacciones o 
conformaciones de las subunidades aunque en términos prácticos, los virus muestran 
excepciones respecto a este principio y se han descrito cápsidas equivalentes, cuasi-equivalentes 
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y no equivalentes. El control de los diferentes estados conformacionales está modulado por 
diferentes factores denominados interruptores moleculares (del inglés molecular switches) que 
pueden ser segmentos peptídicos intrínsecos, regiones de RNA, iones metálicos, variaciones de 
pH, o distintas combinaciones de éstos (Johnson, 1996; Johnson, 2008). Estos interruptores 
moleculares pueden resultar insuficientes en la formación de cápsidas complejas, y se requiere 
la participación de factores morfogenéticos auxiliares específicos del virus como proteínas de 
andamiaje (scaffolding proteins) y proteínas accesorias y/o proteolíticas así como el propio 
ácido nucleico y/o elementos de la maquinaria celular del huésped (Dokland, 2000; Irigoyen et 
al., 2012; Mateu, 2013; Morais et al., 2004). A pesar de la gran flexibilidad y posibilidades que 
ofrecen las cápsidas icosaédricas cuasi-equivalentes, en numerosas ocasiones se necesita la 
presencia de más de una proteína estructural. En estos virus no se puede hablar de cuasi-
equivalencia en sentido estricto, ya que las posiciones cuasi-equivalentes están ocupadas por 
distintas proteínas, y se refieren como pseudo-números (P) de triangulación (como P=3 en los 
picornavirus). 
 
1.2 Ensamblaje de la cápsida viral 
La cápsida de virus sencillos (por ejemplo, con simetría helicoidal o T=1) puede ensamblarse 
espontáneamente bajo condiciones adecuadas a partir de numerosas copias de la proteína 
estructural. En este caso, las pautas para el ensamblaje están contenidas en la estructura terciaria 
de la subunidad. Sin embargo, la formación de una partícula viral compleja suele implicar 
intermediarios de ensamblaje transitorios en los que las proteínas de andamiaje y/o el ácido 
nucleico interaccionan con las subunidades de la cápsida para promover y dirigir eficientemente 
el proceso de oligomerización (Figura 1). Además, muchas cápsidas experimentan un proceso 
de maduración que implica modificaciones covalentes y/o cambios conformacionales que 
incrementan la estabilidad de la partícula (Mateu, 2013). 
 
Las unidades de ensamblaje de las cápsidas varían desde los monómeros de la proteína de la 
cápsida a oligómeros como dímeros, trímeros, pentámeros o hexámeros. La estrategia más 
simple implica el autoensamblaje de las unidades de ensamblaje, pero en algunos casos se 
requiere un paso previo de activación de las mismas. Existen dos estrategias de 
empaquetamiento de los genomas virales, bien mediante un proceso realizado por un motor 
molecular con gasto de ATP asociado a una procápsida ensamblada (Johnson y Chiu, 2007; 
Speir y Johnson, 2012; Sun et al., 2010), o bien en un proceso que ocurre al mismo tiempo que 
el ensamblaje de la cápsida (Johnson y Rueckert, 1997).  
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Figura 1. Estrategias para el ensamblaje de cápsidas virales. (A) Autoensamblaje de las subunidades 
estructurales de la cápsida. (B) Ensamblaje mediado por proteínas de andamiaje. (C) Ensamblaje mediado 
por unión al ácido nucleico (adaptado de Mateu, 2013). 
1.2.1 Proteínas de andamiaje en el ensamblaje viral 
Muchos bacteriófagos DNA de cadena doble (dsDNA) y herpesvirus llevan a cabo la formación 
de una procápsida y posteriormente empaquetan el DNA en su interior. La procápsida se 
ensambla gracias a la interacción específica (pero transitoria) entre la proteína estructural de la 
cápsida y la proteína de andamiaje (Black y Rao, 2012; Cardone et al., 2012). Una vez que se ha 
formado la procápsida, las copias internas de la proteína de andamiaje son eliminadas antes o 
durante el empaquetamiento del DNA, mediante proteólisis como en T4 y , liberadas y 
recicladas como en P22, T7 y 29, o una combinación de éstos como en herpesvirus. En los 
fagos X174 y P4, y también en herpesvirus, las proteínas de andamiaje se ensamblan sobre el 
exterior de la cápsida (Aksyuk et al., 2015; Chang et al., 2008; Uchiyama et al., 2009). Otra 
variante es la descrita en el fago HK97, donde un dominio de la propia proteína de la cápsida 
(denominado dominio ) actúa como proteína de andamiaje interna y, una vez que la procápsida 
se ha formado, este dominio es eliminado proteolíticamente (Duda et al., 2013). 
 
Las proteínas de andamiaje tienen un alto contenido en hélices (Steven et al., 2005) y 
funcionan como iniciadoras del ensamblaje de la cápsida por nucleación, promoviendo el 
ensamblaje mediante el aumento de la concentración efectiva de protómeros, y/o disminuyendo 
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la barrera energética de la transición conformacional de la proteína de la cápsida de un estado de 
ensamblaje incompetente a competente. Además de dirigir el ensamblaje hacia una estructura 
cuaternaria correcta pueden mediar la incorporación de otras proteínas virales a la cápsida. 
 
1.2.2 Factores del huésped implicados en el ensamblaje de la cápsida: chaperonas 
Las chaperonas están presentes en todas las células y su principal función es ayudar en el 
plegamiento, ensamblaje y/o transporte de otras proteínas  (Leidig et al., 2013; Nicoll et al., 
2006). En infecciones virales previenen asociaciones incorrectas y no específicas durante la 
síntesis de proteínas (Flint et al., 2009), un proceso frecuente en el citoplasma del huésped. La 
primera chaperona descrita fue el producto del gen groEL de E. coli, indispensable para la 
replicación de los bacteriófagos T4 y  ya que interviene en el correcto plegamiento de la 
proteína de la cápsida (Ang et al., 2000). Muchos virus codifican para sus propias chaperonas, 
como la proteína L4 de adenovirus, que facilita el plegamiento de las subunidades monoméricas 
que conforman el hexón o su ensamblaje en trímeros (San Martín, 2012). 
 
1.2.3 Maduración de la cápsida: proteasas 
Muchas partículas virales son ensambladas en una forma precursora no infecciosa (denominada 
provirión, precabeza o procápsida) y requieren de un proceso de maduración para convertirse en 
una partícula infectiva más estable. Este proceso se ha descrito prácticamente en todos los 
bacteriófagos y virus animales (Veesler y Johnson, 2012). La maduración es un proceso 
irreversible y suele estar controlada por proteasas cuya acción desencadena importantes cambios 
conformacionales así como la eliminación de ciertos componentes. Los péptidos liberados 
suelen ser péptidos de fusión y/o con actividad lítica, por lo que este proceso suele ocurrir en el 
medio extracelular (Steven et al., 2005). En virus con envuelta el proceso de maduración se 
centra en modificaciones post-traduccionales de las glicoproteínas que reconocen a sus 
receptores, mediante la adicción de carbohidratos, lípidos, grupos acetilo, sulfato o fosfato. En 
algunos virus la maduración implica la formación de enlaces covalentes y/o la adición de 
proteínas que actúan como “cemento”. La proteasa viral de los herpesvirus se localiza en la 
procápsida como una proteína de fusión con la proteína de andamiaje; elimina un péptido 
terminal de la proteína de andamiaje y queda así separada de la cápsida (Cardone et al., 2012). 
Las proteasas pueden ser de origen viral como en T4, herpesvirus, adenovirus y picornavirus 
(Schmidt y Darke, 1997; Tuthill et al., 2010), del huésped como en el virus de la gripe 
(Bottcher-Friebertshauser et al., 2010), o la propia proteína de la cápsida como en nodavirus y 
tetravirus, (Munshi et al., 1996; Schneemann et al., 1992). 
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1.3 El virus de la bursitis infecciosa 
El virus de la bursitis infecciosa (IBDV) pertenece a la familia Birnaviridae que agrupa virus 
RNA de cadena doble (dsRNA) (Dobos et al., 1979) capaces de infectar una gran variedad de 
especies animales que incluyen vertebrados, moluscos, insectos y rotíferos. Los birnavirus se 
agrupan en cuatro géneros (Delmas et al., 2012): 
- Avibirnavirus, que infectan aves y su miembro más representativo es IBDV (Nick et al., 
1976). 
- Aquabirnavirus, que infectan peces, moluscos y crustáceos. Entre sus miembros se 
incluye el virus de la necrosis pancreática infecciosa (IPNV; Cohen et al., 1973) que 
infecta salmones y truchas, el virus de la ascitis de cola amarilla (YAV; Sato et al., 1999) 
que infecta peces de la especie Seriola quinqueradiata y el virus Tellina-1 (TV-1; 
Underwood et al., 1977) que infecta moluscos. 
- Entomobirnavirus, que infectan insectos y su principal representante es el virus X de 
Drosophila (DXV; Dobos et al., 1979), así como el virus Espíritu Santo (ESV; Vancini et 
al., 2012). 
- Blosnavirus cuyo único representante es el virus del pez de la cabeza de serpiente 
(Channa maculata) (BSNV; Da Costa et al., 2003). 
 
IBDV es el agente causal de la bursitis infecciosa o enfermedad de Gumboro, descrita 
formalmente en 1962 (Cosgrove, 1962). Esta enfermedad afecta fundamentalmente a pollos 
jóvenes (Gallus gallus), provocando la destrucción de células linfoides en la bolsa de Fabricio, 
órgano linfoide donde se produce la maduración de linfocitos B y solo presente en aves (Kaufer 
y Weiss, 1980). La infección es trasmitida por vía oral, principalmente entre individuos de 3 a 6 
semanas de edad, y es muy resistente a los métodos tradicionales de desinfección como la 
inactivación química o por calor, por lo que actualmente los programas de vacunación intensiva 
son los únicos métodos de control eficiente (Negash et al., 2004).  
 
Desde el punto de vista de la industria avícola, esta enfermedad supone un alto impacto 
económico ya que produce un síndrome de inmunosupresión en los individuos afectados, que 
incrementa su susceptibilidad a infecciones por otros agentes patógenos; además de verse 
comprometida la capacidad de respuesta frente a la vacunación contra otros agentes infecciosos 
(Muller et al., 2003). Las modificaciones en la secuencia de la proteína de la cápsida y de la 
polimerasa viral determinan la virulencia de la cepa infectiva (Escaffre et al., 2013); 
provocando índices de mortalidad de hasta un 100% en cepas que afectan a individuos jóvenes, 
así como la disminución considerable en la cantidad y calidad de huevos y carne en el caso de 
cepas que afectan a individuos adultos (Kaufer y Weiss, 1980). 
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1.3.1 Organización genómica de IBDV 
El genoma de IBDV está organizado en dos segmentos de dsRNA, el segmento A, de 3.2 kb, y 
el segmento B, de 2.8 kb, flanqueados por regiones no codificantes (UTRs) en ambos extremos 
(Muller y Nitschke, 1987; Muller et al., 1979) (Figura 2). IBDV es un virus poliploide que 
encapsida hasta cuatro segmentos de genoma siendo más infectivas las partículas que contienen 
un mayor número de segmentos (Luque et al., 2009a). La poliploidía es una característica de los 
birnavirus (Lago et al., 2016). El dsRNA en el interior de la cápsida se encuentra formando 
complejos ribonucleoproteicos (RNPs) con la proteína VP3 a lo largo del segmento, y con la 
RNA-polimerasa RNA dependiente (RdRp) VP1, que se encuentra soluble y unida al extremo 
5’ de ambos segmentos (denominada VPg) (Hjalmarsson et al., 1999; Luque et al., 2009b). 
 
 
 
Figura 2. Organización genómica de IBDV. El segmento A contiene dos ORFs, que codifican la 
proteína VP5 y la poliproteína viral.  La poliproteína es procesada cotraduccionalmente por la proteasa 
viral VP4 dando lugar a las proteínas pVP2, VP4 y VP3. El extremo carboxilo terminal de pVP2 es 
procesado en las posiciones indicadas por diferentes factores virales y celulares. El segmento B contiene 
una única ORF que codifica la RdRp del virus, VP1, que cataliza la transcripción y la replicación del 
genoma. 
El segmento A contiene dos fases abiertas de lectura (ORF, open reading frame) parcialmente 
solapantes. La primera de ellas codifica la proteína VP5 (145 aa, 17 kDa), una proteína citolítica 
de membrana no esencial para la replicación del virus en cultivos celulares (Mundt et al., 1997), 
implicada en la liberación de la progenie viral in vivo (Lombardo et al., 2000; Wu et al., 2009), 
y en la inhibición de la apoptosis en estadios iniciales de la infección, mediante la interacción 
Capítulo 1 
12 
 
con canales aniónicos dependientes de voltaje (Li et al., 2012; Liu y Vakharia, 2006; Wei et al., 
2011). La unión de VP5 a la membrana viene determinada por un dominio policatiónico 
localizado en la región carboxilo terminal de VP5, que presenta afinidad por fosfoinosítidos 
(Méndez et al., 2015). La segunda ORF codifica una poliproteína de 1012 aa (107 kDa) que se 
autoprocesa proteolíticamente de manera cotraduccional mediante la acción de la proteasa viral 
VP4 (244 aa, 25 kDa) para dar lugar a las proteínas pVP2, proteína precursora de VP2, la 
proteína de la cápsida (512 aa, 54 kDa), VP4 y VP3 (256 aa, 28 kDa) (Kibenge et al., 1988; 
Luque et al., 2009a).  
 
El segmento B contiene una única ORF que codifica la polimerasa viral VP1 (879 aa, 97 kDa; 
(Morgan et al., 1988; Muller y Nitschke, 1987). Al igual que las polimerasas de otros virus 
dsRNA, VP1 cataliza tanto la transcripción como la replicación del genoma viral (Garriga et al., 
2007; Pan et al., 2007; Spies et al., 1987). 
 
1.3.2 Componentes estructurales de IBDV 
La partícula infectiva de IBDV carece de envuelta lipídica. Los componentes mayoritarios del 
virión son VP2 (junto con una pequeña cantidad de pVP2) y VP3; la proteasa VP4 y la 
polimerasa VP1 se encuentran en menor proporción (Dobos et al., 1979) (Figura 3A). La 
cápsida de IBDV presenta un diámetro externo de ~70 nm y está formada únicamente por 
trímeros de VP2/pVP2 (Coulibaly et al., 2005; Saugar et al., 2005) siguiendo una topología 
molecular basada en un número de triangulación T=13 levo (Böttcher et al., 1997; Castón et al., 
2001) (Figuras 3B, C). Considerando la geometría de la cápsida y las interacciones entre los 
trímeros de VP2 se pueden distinguir cinco clases de trímeros (a-e), que se organizan formando 
20 pentámeros y 120 hexámeros (Figura 3C). La estequiometría de la partícula viral incluye 780 
copias de VP2/pVP2, ~450 copias de VP3, ~12 copias de VP1 y un número variable, entre 30-
60 copias, de VP4 (Luque et al., 2009a). En el virión maduro, VP1 se encuentra también unida 
al dsRNA (Xu et al., 2004), recubierto por VP3 formando RNPs (Luque et al., 2009b) (Figura 
3D). 
 
La proteína de la cápsida se sintetiza como un precursor, pVP2 (512 aa), que es procesado 
postraduccionalmente en su extremo carboxilo terminal para dar lugar a la forma madura, VP2 
(441 aa). Esta maduración está mediada por varias proteasas virales y celulares. Además de la 
diana Ala-Ala del enlace peptídico 512-513, la proteasa viral VP4 puede llevar a cabo el 
procesamiento en las dianas secundarias 501-502, 494-495 y 487-488 (Sánchez y Rodríguez, 
1999). La enzima aminopeptidasa sensible a puromicina (PurSA), presente en las células 
susceptibles a infección por IBDV, proteoliza el enlace entre los residuos Arg452-Arg453  
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Figura 3. Estructura de la cápsida de IBDV. (A) Análisis mediante SDS-PAGE de viriones purificados 
de IBDV donde se indican las bandas correspondientes a las proteínas estructurales. (B) Imagen de 
criomicroscopía electrónica (crioME) de viriones de IBDV. (C) Estructura tridimensional de la superficie 
externa (izquierda) e interna (derecha) de la partícula de IBDV indicando los ejes de simetría de orden 2, 
3 y 5 así como los 5 tipos de trímeros de VP2 (a-e). (D) Modelo de la partícula de IBDV que encapsida 
cuatro RNPs formadas por el dsRNA, VP3 y VP1 en su forma VPg. 
generando una forma intermedia de 452 aa (Irigoyen et al., 2012). El procesamiento final entre 
los residuos Ala441-Phe442 lo lleva a cabo la propia VP2 mediante una actividad 
autoproteolítica en cis a través del residuo catalítico Asp431 (Irigoyen et al., 2009). Los 
pequeños péptidos liberados durante la maduración, que dan cuenta de un tamaño total de 7.4 
kDa y están constituidos por varias hélices α, permanecen asociados a la partícula viral (Da 
Costa et al., 2002), y están implicados en la desestabilización de la membrana celular para 
facilitar la entrada del virus (Chevalier et al., 2005; Galloux et al., 2007). 
 
La estructura atómica de VP2 fue resuelta a partir de subpartículas virales (SVPs) mediante 
cristalografía de rayos X. Las SVPs son cápsidas icosaédricas con simetría T=1 constituidas por 
60 copias de VP2 (códigos PDB de acceso 1WCD, 2GSY y 2DF7; Coulibaly et al., 2005; 
Garriga et al., 2006; Lee et al., 2006). VP2 está organizada en tres dominios denominados 
protuberante (protruding, P), armazón (shell, S) y basal (base, B). Los dominios P y S son 
barriles β orientados de forma perpendicular (P) y tangencial (S) a la superficie de la cápsida. El 
dominio B comprende los extremos amino y carboxilo terminales de VP2, ambos organizados 
en una sucesión de hélices α dispuestas hacia el interior de la partícula viral (Coulibaly et al., 
2005; Garriga et al., 2006; Lee et al., 2006) (Figura 4). La unidad básica del ensamblaje de 
IBDV es un trímero de VP2. Este trímero está estabilizado por grandes superficies de contacto a 
lo largo de los dominios S y B y reforzada por la coordinación de un ión Ca
2+
 con dos residuos 
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ácidos (Asp31 y Asp 174) aportados por el dominio P de cada monómero. La estructura de la 
cápsida se encuentra estabilizada mediante contactos laterales intertriméricos entre los dominios 
S y B, y por el intercambio molecular (molecular swapping) de una hélice α4 de cada 
monómero entre trímeros adyacentes (Coulibaly et al., 2005; Garriga et al., 2006; Lee et al., 
2006). 
 
 
Figura 4. Estructura de VP2. (A) Trímero de la estructura atómica de VP2 de 452 residuos (código 
PDB de acceso: 2GSY; Garriga et al., 2006). Una molécula de VP2 tiene unida manualmente la región 
carboxilo terminal de pVP2 (α5-α8) determinada por NMR (código PDB de acceso: 2IMU; Galloux et al., 
2007). En rojo, azul y verde se indican los dominios P, S y B respectivamente. (B) Diagrama topológico 
de VP2 donde se indican los elementos de estructura secundaria. Los dominios P y S están constituidos 
por barriles β, mientras que el dominio B está compuesto por hélices α; las flechas indican los sitios de 
procesamiento de la región carboxilo terminal de pVP2 por parte de VP4, PurSA y la propia VP2. (C) 
Sección transversal de la SVP T=1 de VP2 donde se muestra la disposición de los dominios y las 
interacciones intermoleculares de las regiones S y B (adaptado de Garriga et al., 2006 e Irigoyen et al., 
2012). 
La proteasa viral, VP4, es una serín-endoproteasa no canónica cuya región carboxilo terminal 
presenta una alta homología con el dominio proteasa de las proteasas Lon bacterianas pero 
carece del domino ATPasa característico de las mismas (Birghan et al., 2000; Lejal et al., 2000). 
Su centro activo está formado por una díada catalítica constituida por la Ser 140 y la Lys 180 
(residuos 652 y 692 en la poliproteína), en lugar de la tríada serina-histidina-aspartato de otras 
serín-proteasas (Ekici et al., 2008). VP4 proteoliza la poliproteína viral tanto en cis como en 
trans en los motivos Ala-Ala localizados entre los residuos 512-513 y 755-756 de manera 
autocatalítica y cotraduccional (Birghan et al., 2000; Lejal et al., 2000; Sánchez y Rodríguez, 
1999). Además, la región carboxilo terminal de pVP2 presenta tres dianas secundarias que son 
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procesadas por VP4 de manera postraduccional. VP4 es un componente estructural del virión 
aunque la estequiometría con la que se encapsida es altamente variable (Luque et al., 2009a). En 
células infectadas con IBDV se han observado, además de las cápsidas T=13l, dos tipos de 
estructuras helicoidales denominadas tubos tipo I (~70 nm de diámetro) y tubos tipos II (~25 nm 
de diámetro) constituidos por pVP2 y VP4 respectivamente (Granzow et al., 1997). La 
estructura cuaternaria de estos complejos macromoleculares fue resuelta recientemente en 
nuestro laboratorio, y además se dispone de las estructuras atómicas de varias VP4 de diferentes 
miembros de la familia Birnaviridae (Chung y Paetzel, 2011; Feldman et al., 2006; Lee et al., 
2007). Los ensamblados helicoidales de VP4, definidos por una elevación axial de 18.4 Å y un 
ángulo de rotación de 40.6º, están constituidos por tres hebras dextrógiras. El bloque estructural 
básico es un dímero de VP4, en el que el extremo amino terminal participa en las interacciones 
intradiméricas, mientras que la integridad de la hélice está mediada por interacciones 
interdiméricas entre la región del carboxilo terminal de dímeros adyacentes de la misma hebra. 
En los ensamblados helicoidales, la hendidura superficial de VP4 (donde se localiza el sitio 
activo) tiene bloqueado su acceso constituyendo una forma de inactivación de su actividad 
proteasa (Figura 5) (Castrillo, 2013, tesis doctoral). 
 
Figura 5. Mapa tridimensional de los filamentos helicoidales de VP4 de IBDV. (A) Las tres hélices 
principales que conforman el ensamblado helicoidal se muestran en azul, naranja y verde. Los tres tipos 
posibles de dímeros de VP4 se indican: I (verde), II (azul) y III (naranja y verde). El dímero I es 
probablemente el dímero natural de VP4. (B) Modelo pseudo-atómico híbrido del tubo de VP4 obtenido 
mediante modelado por homología con los modelos atómicos de otras VP4 de birnavirus. (C) Dímero tipo 
I en el que las interacciones están mediadas por la región N-terminal de VP4 (flechas rojas). Se muestran 
las vistas de superficie (arriba) y lateral (abajo). (D) Dímero tipo II en el que las interacciones están 
mediadas por la región C-terminal de VP4 (flechas rojas). Se muestran las vistas de superficie (arriba) y 
lateral (abajo).  
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La RdRp VP1 se encuentra tanto soluble en la partícula viral como asociada covalentemente al 
genoma, denominada VPg (Calvert et al., 1991; Muller y Nitschke, 1987). La resolución de su 
estructura atómica mostró una permutación de los motivos que componen el dominio catalítico 
(dominio palma) que la diferencia de las RdRps de otros virus dsRNA (Garriga et al., 2007; Pan 
et al., 2007). VP1 cataliza la transcripción y replicación del genoma viral, es capaz tanto de 
autoguanidilarse y actuar como cebador para la síntesis de RNA como de catalizar la reacción 
de polimerización sin necesidad de otras proteínas virales o factores del huésped (Dobos, 1993; 
Luque et al., 2009b; Pan et al., 2007; Shwed et al., 2002; Spies y Muller, 1990; Spies et al., 
1987; Xu et al., 2004). Tras este proceso, la proteína VP1 que ha actuado como cebador 
permanece covalentemente unida a los extremos 5’ del RNA viral de nueva síntesis como VPg 
(Dobos, 1993; Dobos, 1995; Graham et al., 2011; Pan et al., 2009b; Xu et al., 2004). 
 
1.3.3 La proteína multifuncional VP3 
La proteína VP3 está implicada en numerosos procesos esenciales en el ciclo viral. Durante el 
ensamblaje de la partícula viral, VP3 es una proteína de andamiaje; esta función está mediada 
por interacciones electrostáticas entre los residuos de carácter ácido de su extremo carboxilo 
terminal con la hélice anfipática α5 que comprende los residuos 443-452 en el extremo 
carboxilo terminal de pVP2 (Oña et al., 2004; Saugar et al., 2010; Saugar et al., 2005). Además, 
VP3 tiene la capacidad de interaccionar consigo misma formando dímeros y oligómeros 
(Casañas et al., 2008; Tacken et al., 2002) (Figura 6), con VP1 a través de su región carboxilo 
terminal funcionando como un activador transcripcional (Bahar et al., 2013; Ferrero et al., 
2015a; Garriga et al., 2007; Maraver et al., 2003a; Tacken et al., 2000) y con el dsRNA 
constituyendo las RNPs virales (Hjalmarsson et al., 1999; Luque et al., 2009b; Pedersen et al., 
2007).  
 
El complejo formado por VP3, VP1 y el dsRNA (e.g., las RNPs) es transcripcionalmente activo 
(Luque et al., 2009b). VP3 interacciona con el dsRNA a través de residuos básicos agrupados 
en dos regiones de la superficie de la proteína (residuos Lys99, Arg102, Lys105 y Lys106, 
pertenecientes al patch1; y Arg159, Arg168, His198 y Arg200, pertenecientes al patch2) (Valli 
et al., 2012). Debido a estas características, VP3 suprime el silenciamiento por RNAs mediante 
la unión a fragmentos de dsRNA (Bronkhorst y van Rij, 2014; Valli et al., 2012; van Cleef et 
al., 2014) e impide la fosforilación de la proteína quinasa dependiente de dsRNA (PKR) y del 
factor IF2α, siendo responsable de la actividad anti-apoptótica (Busnadiego et al., 2012). 
Además, VP3 es capaz de interaccionar con factores específicos del huésped como la proteína 
L4 de la subunidad grande del ribosoma (Chen et al., 2016), o el factor implicado en 
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diferenciación en melanoma MDA5, compitiendo por la unión a dsRNA y bloqueando la 
respuesta inmune inhibiendo la inducción de interferón β (Ye et al., 2014). 
VP3 puede considerarse, por tanto, una proteína multifuncional (moonlighting protein; (Mani et 
al., 2015) similar a las nucleoproteínas de los paramixovirus (Communie et al., 2014). Estas 
proteínas multifuncionales son cadenas polipeptídicas únicas capaces de llevar a cabo diferentes 
funciones en diferentes localizaciones o tipos celulares, por la interacción con otras proteínas o 
por el cambio de concentración de un determinado ligando, sustrato, cofactor o producto de 
reacción, y no debido a fusiones génicas, efectos pleiotrópicos o variaciones de splicing 
(Jeffery, 1999). Esta multifuncionalidad se debe al desorden estructural intrínseco que presentan 
muchas de estas proteínas en determinadas regiones, lo que en ciertos casos les permite activar e 
inactivar el mismo factor específico (Tompa et al., 2005), convirtiéndolas en objetivos de gran 
interés en el estudio de múltiples enfermedades, entre ellas el cáncer (Min et al., 2016). 
 
 
 
Figura 6. Estructura de VP3. (A) Estructura atómica de la región central de VP3 que comprende un 
49.8% de la proteína completa (residuos T92-H220) donde se aprecian los dos dominios helicoidales 
unidos entre sí por un bucle flexible. (B) Estructura atómica del dímero de VP3 resuelto por cristalografía 
de rayos X. (C) Dos vistas de la superficie del dímero de VP3 (adaptado de Casañas et al., 2008). 
1.3.4 Polimorfismo estructural de la proteína de la cápsida de IBDV 
Los mecanismos moleculares que controlan el polimorfismo estructural de la cápsida de IBDV 
han sido caracterizados a partir de sistemas de expresión recombinantes basados en baculovirus 
(rBVs) y virus vaccinia (rVV) (Chevalier et al., 2005; Chevalier et al., 2004; Chevalier et al., 
2002; Da Costa et al., 2002; Galloux et al., 2007; Irigoyen et al., 2009; Luque et al., 2007; Oña 
et al., 2004; Saugar et al., 2010; Saugar et al., 2005). La expresión de la poliproteína de IBDV 
en células de mamífero mediante un rVV da lugar a VLPs estructuralmente idénticas a la 
cápsida del virión formadas por pVP2, VP2 y VP3 (Castón et al., 2008). En este contexto 
celular el procesamiento de la poliproteína es completo y por tanto se generan correctamente 
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todas las proteínas estructurales (Fernández-Arias et al., 1998). Además, la co-expresión del 
rVV que expresa la poliproteína con un rVV que expresa VP1 da lugar a VLPs que incorporan 
VP1 (Lombardo et al., 1999).  
La expresión de la poliproteína en células de insecto mediante el uso de rBVs, sin embargo, da 
lugar mayoritariamente a tubos rígidos de ~50 nm de diámetro con un ordenamiento helicoidal 
(Chevalier et al., 2002; Martínez-Torrecuadrada et al., 2000), similares a los observados en 
células infectadas con IBDV a tiempos post-infección largos (Granzow et al., 1997). La baja 
eficiencia de formación de cápsidas en este sistema se atribuye a varios factores, como la 
ausencia o el funcionamiento deficiente de un factor necesario para la formación de pentámeros 
a partir de pVP2, la proteasa celular PurSA (Irigoyen et al., 2012), o el procesamiento 
proteolítico del dominio carboxilo terminal de VP3  (Maraver et al., 2003b; Tacken et al., 2002; 
Tacken et al., 2000), fundamental para su función de andamiaje.  
 
La expresión de VP2 mediante rBVs en ausencia de otras proteínas virales da lugar a la 
formación de SVPs de ~26 nm de diámetro y geometría T=1 (Castón et al., 2001) (Figura 7), 
donde los trímeros de VP2 están agrupados exclusivamente en pentámeros. La expresión en el 
mismo sistema de la forma precursora pVP2 da lugar a estructuras tubulares poco regulares 
donde los trímeros de proteína siguen un ordenamiento hexagonal, indicando que el extremo 
carboxilo terminal de pVP2 está implicado en el control del polimorfismo estructural inherente 
a esta proteína. Mediante el estudio de una batería de rBVs que expresan versiones de pVP2 con 
diferentes extensiones de su extremo carboxilo terminal, desde pVP2 (512 aa) hasta la forma 
madura VP2 (441 residuos) se determinó que el interruptor molecular (molecular switch) que 
dirige el ensamblaje de trímeros de VP2 en hexámeros o pentámeros está localizado en la hélice 
anfipática α5, que comprende la región 443GFKDIIRAIR452 de pVP2 (Galloux et al., 2007; 
Saugar et al., 2005). 
 
La hélice anfipática α5 por sí sola no es suficiente para el ensamblaje de cápsidas T=13. Aunque 
las formas de longitud intermedia VP2-456 y VP2-466 pueden ensamblarse tanto en pentámeros 
(SVPs T=1) como en hexámeros (estructuras tubulares), éstos no se combinan de manera 
eficiente para el ensamblaje de cápsidas T=13. Para ello, las distintas versiones de VP2 deben 
expresarse con un tag de His unido covalentemente a su extremo amino terminal, denominadas 
HT-VP2-456 y HT-VP2-466 (Saugar et al., 2005). El tag de His comparte cierta similitud con el 
extremo carboxilo terminal de VP3 y ambos pueden ser intercambiados (Saugar et al., 2010). La 
función (transitoria) de andamiaje mediada por VP3 tiene lugar mediante interacciones 
electrostáticas de sus residuos ácidos Asp242 y Asp245 con los residuos básicos Lys445 y 
Arg449 de la hélice α5 anfipática de pVP2 (Saugar et al., 2010).  
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Figura 7. Estructuras derivadas de la expresión de formas de pVP2 con extremos carboxilo 
terminal de distinta longitud. (A-C) Imágenes de tinción negativa de las diferentes estructuras derivadas 
de la expresión de pVP2. La barra de escala representa 100 nm. (A) La expresión de un rBV que expresa 
la forma madura de VP2 (441 aa) da lugar a cápsidas T=1, producto del ensamblaje de los trímeros de 
VP2 en pentámeros. (B) Para que pentámeros y hexámeros se combinen de forma eficiente en cápsidas 
T=13 se requiere la expresión de formas de pVP2 de longitud intermedia (456-476 aa) fusionadas a un 
tag de His en su extremo amino terminal. (C) La expresión en el mismo sistema de la proteína precursora 
completa, pVP2 (512 aa), da lugar a ensamblados tubulares con un patrón hexagonal. (D) 
Reconstrucciones tridimensionales de los diferentes ensamblados descritos a partir de imágenes de 
criomicroscopía electrónica. La barra de escala representa 10 nm. (E) Esquema de los elementos 
implicados en el polimorfismo estructural de pVP2. Secuencia del extremo C-terminal 441-512 de pVP2 
donde se resaltan en color las dianas de procesamiento de la proteína. Las regiones 443-452, 456-462, 
468-471 y 476-481 conforman las hélices α5, α6, α7 y α8, respectivamente. El interruptor molecular que 
determina el polimorfismo es la hélice anfipática α5, que permite el ensamblaje de cápsidas T=13 cuando 
interacciona con residuos ácidos del tag de His (en rojo), y que mimetiza al extremo C-terminal de VP3. 
Los numerosos estudios realizados para caracterizar las interacciones entre los diferentes 
componentes de IBDV han permitido establecer un modelo de ensamblaje de la partícula viral. 
En IPNV se ha caracterizado bioquímicamente un estadío morfogenético que sugiere la 
formación de una procápsida esférica (Villanueva et al., 2004). Por otra parte, a partir de un 
rBV basado en el vector AcMY-Poly (Martínez-Torrecuadrada et al., 2000) se han caracterizado 
estructuras de morfología similar a la procápsida, constituidas por precursores proteicos que 
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incluyen la poliproteína completa, pVP2, y la proteína de fusión VP4-VP3 (Castrillo, 2013, tesis 
doctoral). En las primeras etapas del ensamblaje la interacción electrostática entre los extremos 
carboxilo terminal de pVP2 y VP3 supone la formación de una partícula con una doble capa 
proteica, donde VP3 estaría recubriendo la superficie interna de la cápsida formada por VP2. 
Esta interacción retardaría el procesamiento del extremo carboxilo terminal de VP2 y por tanto 
permitiría el ensamblaje de hexámeros. Las moléculas de pVP2 que establecen interacciones 
lábiles con VP3 serían susceptibles de ser proteolizadas en la posición 452-453 en un proceso 
mediado por la proteasa PurSA, dando lugar a pentámeros, que actuarían como centros 
nucleadores del ensamblaje (Irigoyen et al., 2012) (Figura 8). Una vez ensamblada la 
procápsida, la interacción con VP3 se debilitaría, favoreciendo el procesamiento del extremo 
carboxilo terminal de pVP2 y resultando en la maduración total de la cápsida. 
 
 
 
Figura 8. Modelo para el ensamblaje de IBDV. La proteína de la cápsida de IBDV es sintetizada 
como un precursor, pVP2 (512 aa, amarillo). El procesamiento del carboxilo terminal 
(representado como un cilindro con cola) de dicho precursor por parte de la proteasa viral, la 
proteasa celular PurSA (azul) y la propia pVP2, da lugar a la proteína madura. La proteína VP3 
(verde) posee funciones de andamiaje e interacciona con el extremo carboxilo terminal de pVP2 
coordinando el ensamblaje. Un rápido procesamiento de pVP2 por parte de PurSA favorece su 
ensamblaje en pentámeros, mientras que la interacción de VP3 con pVP2 garantiza que dicho 
procesamiento sea lento lo que favorece el ensamblaje de los trímeros en hexámeros (adaptado 
de Irigoyen et al., 2012). 
1.4 Relaciones estructurales y funcionales de IBDV con los virus ssRNA y dsRNA 
Los virus dsRNA son un grupo muy amplio que comprende desde los reovirus de mamíferos y 
diversos virus de hongos, hasta los bacteriófagos ϕ6 y ϕ8, pero con numerosos patrones 
funcionales y estructurales similares (Prasad y Prevelige, 2003). En todos los casos, la ausencia 
en el huésped de la maquinaria necesaria para la replicación y transcripción del dsRNA, les 
obliga a incluir su propia RdRp en el interior de una nucleocápsida con número de triangulación 
T=1 y constituida por 60 subunidades diméricas, única estructura conservada en todos ellos 
(cápsida “T=2”) (Figura 9). Se ha descrito la estructura atómica de las nucleocápsidas del virus 
de la lengua azul (orbivirus, bluetongue virus, BTV; Grimes et al., 1998), del aquareovirus de la 
carpa herbívora (grass carp reovirus, GCRV; Cheng et al., 2010), de λ1 (Orthoreovirus; 
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Reinisch et al., 2000; Zhang et al., 2005), del virus enano del arroz (rice dwarf virus, RDV; 
Nakagawa et al., 2003), del virus de la poliedrosis citoplasmática (cytoplasmic polyhedrosis 
virus¸CPV; Yu et al., 2008), de rotavirus (McClain et al., 2010), del partitivirus F del hongo 
Penicillim stoloniferum (PsV-F; Pan et al., 2009a), del picobirnavirus de conejo (PBV; 
Duquerroy et al., 2009), del virus L-A de Saccharomyces cerevisiae (Naitow et al., 2002), del 
virus del hongo Penicillium chrysogenum (PcV; Luque et al., 2014) y de los bacteriófagos ϕ6 
(Nemecek et al., 2013) y ϕ8 (El Omari et al., 2013). La organización específica del genoma 
viral en esta nucleocápsida a lo largo del ciclo viral permite a los virus dsRNA evitar los 
mecanismos de defensa inmune del huésped (Prasad y Prevelige, 2003). 
 
Los birnavirus son una excepción ya que tienen una única cápsida T=13, en la que VP2 presenta 
similitudes estructurales con la proteína de la cápsida de virus (+) ssRNA en sus dominios S y B 
(nodavirus y tetravirus), y con la proteína de la cápsida de virus dsRNA de la familia Reoviridae 
en su dominio P (Coulibaly et al., 2005). En nodavirus y tetravirus, como en IBDV, las hélices 
α dispuestas hacia el interior de la cápsida generan canales hidrofílicos en los ejes pentaméricos 
que sugieren su posible implicación en la translocación de ssRNA de nueva síntesis (Coulibaly 
et al., 2005; Garriga et al., 2006; Munshi et al., 1996). IBDV también comparte con nodavirus y 
tetravirus un genoma bisegmentado (Fauquet y Fargette, 2005) y la maduración proteolítica de 
la proteína de la cápsida mediada por ella misma (Gallagher y Rueckert, 1988; Irigoyen et al., 
2009; Schneemann et al., 1998; Zlotnick et al., 1994). 
 
Tanto el análisis de secuencia (Gorbalenya et al., 2002) como la resolución de las estructuras de 
las RdRps de los birnavirus IBDV e IPNV (Garriga et al., 2007; Graham et al., 2011; Pan et al., 
2007) han determinado que ambas enzimas pertenecen a un grupo de polimerasas no canónicas, 
definidas por la permutación de los motivos que componen el dominio catalítico de la palma. 
Esta permutación sólo ha sido identificada en virus (+) ssRNA, el timovirus de la vid 
(Sabanadzovic et al., 2009), y los tetravirus de insectos de Euprosterna elaeasa (Zeddam et al., 
2010) y de Thosea asigna (Ferrero et al., 2015b). A pesar de esta organización similar, la 
arquitectura general del sitio activo de VP1 presenta mayor similitud con los virus (+) ssRNA 
de las familias picornavirus y calicivirus (Ferrer-Orta et al., 2015; Garriga et al., 2007; Graham 
et al., 2011; Pan et al., 2007). Estudios comparativos de RdRps (Gorbalenya et al., 2002), 
sugieren que las RdRps canónicas relacionadas con flavivirus podrían haber originado las 
RdRps no canónicas, coexistiendo ambos tipos y sugiriendo la probable existencia de un 
ancestro común a los birnavirus, tetravirus y flavivirus (Ferrero et al., 2015b). 
 
En los birnavirus, la organización de su material genómico formando RNPs mediante la 
asociación de VP3 y VP1 al dsRNA (Luque et al., 2009b), debe de ser funcionalmente 
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equivalente a la nucleocápsida T=2 respecto a la replicación y transcripción del genoma viral. 
Esta característica estructural no se ha observado en otros virus dsRNA, pero es común en virus 
(-) ssRNA. Los virus (-) ssRNA se dividen en virus con un genoma no segmentado 
(Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Filoviridae, Bornaviridae y Nyamiviridae) y virus con 
genoma segmentado (Arenaviridae, Bunyaviridae y Orthomyxoviridae), e incluyen importantes 
patógenos humanos como gripe, sarampión, paperas, virus respiratorio sincitial, rabia o ébola 
(Ortín y Martín-Benito, 2015). Por lo general, las nucleoproteínas (o RNPs) de estos virus están 
organizadas siguiendo una conformación helicoidal, lineal y rígida en los virus con genoma no 
segmentado (Schoehn et al., 2004; Tawar et al., 2009), y circular y flexible en los segmentados 
(Raymond et al., 2010). Las RNPs del virus de la gripe presentan una estructura de doble hélice 
levógira formada por dos cadenas de polaridad opuesta con un surco menor entre cadenas 
conectadas y un surco mayor entre cadenas no conectadas (Arranz et al., 2012; Coloma et al., 
2009). Respecto a la polimerasa viral, mientras que en la mayoría de virus (-) ssRNA la RdRp 
es una proteína multicatalítica, en ortomyxovirus existen tres proteínas individuales asociadas 
en un heterotrímero constituido por PA (endonucleasa), PB1 (RdRp) y PB2 (capping) (Coloma 
et al., 2009; Guu et al., 2008). PA y PB1 muestran cierta equivalencia con las RdRps de los 
virus dsRNA (Butcher et al., 2001; Tao et al., 2002). 
 
Como continuación de estudios previos de nuestro laboratorio, el presente trabajo ha abordado 
la caracterización de VP3 como proteína de andamiaje durante el ensamblaje de la cápsida 
mediante el análisis de las distintas poblaciones de IBDV generadas en una infección natural 
(E1-E6, clasificadas según su contenido en RNPs). Además, las RNPs de IBDV han sido 
caracterizadas estructural y funcionalmente, las cuales están constituidas por dsRNA y VP3, así 
como por VP1/VPg en sus extremos. 
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La singularidad más patente desde el punto de vista estructural y funcional de los virus dsRNA 
está representada por IBDV, donde confluyen características típicas de virus RNA de cadena 
sencilla de polaridad positiva y negativa. La organización del material genético en complejos 
ribonucleoproteicos (RNPs), así como la falta de una cápsida T=1 (con 120 subunidades) son 
características únicas de IBDV. Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio indican 
que el programa genético de IBDV está dirigido para empaquetar dentro de cada cápsida el 
mayor contenido genómico posible en forma de RNP. Durante una infección natural 
aproximadamente el 80% de los viriones producidos contienen más de un genoma completo 
(poblaciones E4-E6), mientras que el resto de las partículas virales contienen, de forma gradual, 
un menor número de RNPs (poblaciones E3-E1). En este trabajo hemos abordado el análisis 
bioquímico y estructural de las diferentes poblaciones de IBDV para estudiar la 
multifuncionalidad de VP3. Para ello hemos seguido técnicas de microscopía electrónica 
convencional (mediante tinción negativa), de criomicroscopía electrónica (crioME) de partículas 
aisladas, de criotomografía electrónica (crioTE) y de microscopía de fuerzas atómicas (AFM). 
La disposición de la proteína multifuncional VP3 en un sistema relativamente sencillo, 
compuesto por cinco proteínas VP1-VP5 y dos moléculas de dsRNA, hace de IBDV un modelo 
óptimo para establecer los factores que modulan la multifuncionalidad de VP3.   
El objetivo general de este trabajo se centra en la caracterización de la multifuncionalidad de 
VP3. En este contexto, nos propusimos los siguientes objetivos: 
1. Análisis de la función de VP3 como proteína de andamiaje durante el ensamblaje de la 
cápsida de IBDV. Estudio de las poblaciones naturales de IBDV mediante crioTE y 
caracterización de la población E1 por crioME  y AFM. 
2. Análisis bioquímico, estructural y funcional de las RNPs de IBDV. Caracterización de la 
función de VP3 en la actividad e infectividad de las RNPs y obtención de un modelo 
tridimensional de VP1/VPg a partir de imágenes de microscopía electrónica. 
3. Estudio de las diferentes poblaciones naturales de IBDV mediante AFM y caracterización de 
la influencia de las RNPs en las propiedades mecánicas de la cápsida del virión.
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3.1 Material biológico 
3.1.1 Células eucariotas 
La expresión de baculovirus recombinantes (rBVs) se realizó en células de insecto HighFive 
(H5, Invitrogen) derivadas de Trichoplusia ni (ATCC, CRL-1711). Las infecciones con IBDV 
fueron llevadas a cabo en la línea celular QM7 derivada de fibroblastos musculares de Coturnix 
japonica (codorniz japonesa) (ATCC, CRL-1962) (Antin y Ordahl, 1991). Para la infección con 
virus vaccinia recombinantes (rVVs) se utilizó la línea celular de mamífero BSC-40, derivada 
de células epiteliales renales de Cercopithecus aethiops (ATCC, CRL-2761) (Brockman y 
Nathans, 1974). 
Las células H5 fueron cultivadas a 28 ºC en medio TC-100 (GIBCO-BRL) suplementado con 
suero fetal bovino (FCS, Sigma) al 10%, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 μg/ml), 
gentamicina (50 μg/ml) y fungizona (1 μg/ml). Los cultivos celulares de QM7 y BSC-40 fueron 
mantenidos a 37 ºC en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; (Dulbecco y 
Freeman, 1959) suplementado con 10% de FCS, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 
μg/ml), gentamicina (50 μg/ml), fungizona (1 μg/ml) y aminoácidos no esenciales. 
 
3.1.2 Virus 
Las infecciones con IBDV se realizaron con la cepa Soroa (Lombardo et al., 1999) adaptada a 
cultivos primarios de fibroblastos embrionarios de pollo. 
El rVV vT7/LacOI/Poly se ha utilizado en el presente trabajo para obtener VLPs de IBDV 
mediante la expresión inducible de la poliproteína de IBDV en células de mamífero (Lombardo 
et al., 1999). 
El rBV HT-VP1 ha sido descrito para la obtención de la forma completa de VP1 fusionada a un 
tag de His en su extremo N-terminal en células de insecto (Garriga et al., 2007). 
El rVV vT7/LacOI/HT-VP3 ha sido descrito para la obtención de la forma completa de VP3 
fusionada a un tag de His en su extremo N-terminal en células de mamífero (Garriga et al., 
2007). 
 
3.1.3 Anticuerpos 
Los antisueros de conejo frente a las proteínas VP1, VP2, VP3 y VP4 han sido descritos 
previamente (Fernández-Arias et al., 1998; Sánchez y Rodríguez, 1999). 
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3.3 Infecciones y expresión de proteínas 
3.3.1 Infección con rBVs 
Cultivos preconfluentes de células H5 se infectaron a una multiplicidad de infección (moi) de 1-
5 unidades formadoras de placa por célula (pfu/cel) del rBV correspondiente en un volumen 
mínimo de TC-100. Transcurrida 1 h de adsorción, se retiró el inóculo y medio TC-100 
suplementado con 2% de FCS fue añadido. Las células fueron recogidas a 48 horas post-
infección (hpi). 
 
3.3.2 Infección con rVVs 
Cultivos preconfluentes de células QM7 se infectaron a una moi de 2-5 pfu/cel en un volumen 
mínimo de DMEM. Tras 1 h de adsorción, se retiró el inóculo y se añadió DMEM 
suplementado con 2% de FCS y 2 mM isopentenil tio-β-galactósido (IPTG). Las células fueron 
recogidas a las 48 hpi. 
Para la generación de stocks de rVVs, cultivos preconfluentes de células BSC-40 fueron 
infectados a una moi de 0.02 pfu/cel en un volumen mínimo de DMEM. Tras 1 h de adsorción, 
se retiró el inóculo y se añadió DMEM suplementado con 2% de FCS. Las células fueron 
recogidas a las 72 hpi según el efecto citopático observado. 
 
3.3.3 Infección con IBDV 
Para la purificación de viriones de IBDV, cultivos de células QM7 a una confluencia del 70-
80% se infectaron a una moi de 1-2 pfu/cel de IBDV en un volumen mínimo. Tras 1 h de 
adsorción se retiró el inóculo y se añadió DMEM suplementado con 2% de FCS. Los 
sobrenadantes de cultivo fueron recogidos a las 48-72 hpi según el efecto citopático observado. 
Para la producción de stock de IBDV se siguió el mismo procedimiento empleando una moi de 
0.02-0.05 pfu/cel y recogiendo los sobrenadantes de cultivo a las 72-96 hpi según el efecto 
citopático observado.  
 
3.3.4 Titulación de stocks de rVVs e IBDV  
Los títulos de los stocks virales fueron determinados mediante ensayos de formación de placa. 
Se infectaron monocapas de células BSC-40 (rVVs) o QM7 (IBDV) a una confluencia del 50-
60% con diluciones seriadas de virus en un volumen mínimo de DMEM. Tras 1 h de adsorción 
se retiró el inóculo y se añadió agar semisólido a una concentración final de 0.5% en medio 
DMEM suplementado con 2% de FCS. A las 72 hpi las monocapas fueron fijadas con 
formaldehído al 10% y teñidas con una solución acuosa de cristal violeta al 2%. El título se 
determinó mediante recuento de placas de lisis. 
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3.3.5 Transfección con RNPs y VPg-dsRNA 
Las muestras de RNPs y de VPg-dsRNA, obtenidas según los protocolos 3.4.3 y 3.4.4 
respectivamente, fueron dializadas durante 16 h frente al tampón 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 
mM NaCl a 4 ºC. 10 ng de RNA fueron mezclados con liposomas catiónicos compuestos por 
dimetildioctadecil bromuro (Sigma) y 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (Sigma), 
incubados a 21 ºC durante 20 min, y adicionados sobre cultivos de células QM7 a una 
confluencia del 70-80%. A las 48 y 72 hpi, mientras que los sobrenadantes de los cultivos 
fueron titulados siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.3.4, las células fueron 
resuspendidas en tampón PES (50 mM PIPES pH 6.2, 150 mM NaCl, 20 mM CaCl2) 
suplementado con 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 25 µg/ml DNasa,  
incubadas durante 30 min a 37 ºC y posteriormente analizadas por SDS-PAGE y Western-blot 
según los protocolos descritos en los apartados 3.5.1 y 3.5.4. 
Como controles de transfección se usaron RNPs e IBDV inactivados térmicamente mediante 
incubación durante 1 h a 100 ºC; y digeridos mediante incubación en tampón de digestión (50 
mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 20 mM MnCl2, 0.3 mg/ml BSA) con 3000 mU de 
ShortCut RNase III (New England Biolabs) durante 1 h a 37ºC. La reacción de digestión fue 
detenida mediante la adición de 50 mM EDTA. 
 
3.4 Purificación de proteínas y ensamblados virales 
3.4.1 Purificación de VLPs derivadas de la expresión de rVV vT7/LacOI/Poly 
Cultivos de células QM7 preconfluentes fueron infectados con rVV vT7/LacOI/Poly y 
recogidos a 60 hpi. Las células se lavaron con tampón PES y se lisaron en tampón PES 
suplementado con inhibidores de proteasas (Complete Mini; Roche) o 1 mM PMSF mediante la 
aplicación de 3 ciclos de congelación a -80ºC seguida de descongelación a 37 ºC. El lisado fue 
clarificado mediante centrifugación a 3,000 rpm en un rotor basculante 5624 (Hettich 
Zentrifugen) (1,000xg) durante 10 min. El sobrenadante obtenido fue cargado sobre un colchón 
de sacarosa al 25% en PES y ultracentrifugado a 37,000 rpm en un rotor SW41 (Beckman-
Coulter Inc.) (170,000xg) durante 150 min. El sedimento resultante fue resuspendido en tampón 
PES, centrifugado en una microfuga a 13,000 rpm (16,000xg) durante 1 min, y el sobrenadante 
resultante fue cargado sobre un gradiente lineal de sacarosa del 25-50% en PES y sometido a 
ultracentrifugación a 40,000 rpm en un rotor SW41 (Beckman-Coulter Inc.) (200,000xg) 
durante 45 min. El gradiente se fraccionó en 12 alícuotas que se concentraron 20 veces mediante 
ultracentrifugación a 50,000 rpm en un rotor SW55 (Beckman-Coulter Inc.) (240,000xg) 
durante 2 h. Las fracciones enriquecidas en cápsidas T=13 fueron a su vez purificadas en un 
gradiente isopícnico de CsCl (Luque et al., 2009a). Las fracciones fueron mezcladas con CsCl 
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en tampón PES a una densidad inicial de 1.31 g/cc, y la solución resultante ultracentrifugada a 
40,000 rpm en un rotor NVT65 (Beckman-Coulter Inc.) (130,000xg) durante 14 h. Tras la 
ultracentrifugación se detectaron dos bandas visibles por refracción de luz (correspondientes a 
VLPs vacías y llenas, de menor a mayor densidad de flotación). Las bandas fueron recuperadas 
por punción lateral con agujas hipodérmicas 23G, dializadas 16 h frente a tampón PES y 
concentradas 10-20 veces mediante ultracentrifugación a 50,000 rpm en un rotor SW55 
(Beckman-Coulter Inc.) (240,000xg) durante 2 h. Todas las etapas de purificación fueron 
realizadas a 4 ºC (Saugar et al., 2005). 
 
3.4.2 Purificación de viriones de IBDV  
El sobrenadante de cultivos de células QM7 infectadas con IBDV durante 72 h (moi: 1-2 
pfu/cel) fue mezclado en una relación 1:5 (v:v) con PEG 20%, 3 M NaCl e incubado con 
agitación 16 h a 4 ºC. Posteriormente, la solución fue centrifugada a 3,000 rpm en un rotor 
basculante 5624 (Hettich Zentrifugen) (1,000xg) durante 30 min, y el precipitado resultante fue 
resuspendido en PES, suplementado con inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche) o 1 
mM PMSF y nuevamente centrifugado a 3,000 rpm en un rotor basculante 5624 (Hettich 
Zentrifugen) (1,000xg) durante 5 min. El sobrenadante obtenido fue cargado sobre un colchón 
de sacarosa al 25% en PES y ultracentrifugado a 37,000 rpm en un rotor SW41 (Beckman-
Coulter Inc.) (170,000xg) durante 150 min. El sedimento resultante fue resuspendido en tampón 
PES, centrifugado en una microfuga a 13,000 rpm (16,000xg) durante 1 min, y el sobrenadante 
resultante fue cargado sobre un gradiente lineal de sacarosa del 25-50% en PES y procesado 
como se describe en las etapas finales del apartado anterior. 
Alternativamente, el precipitado obtenido tras la ultracentrifugación en el colchón de sacarosa 
fue purificado en un gradiente isopícnico de CsCl (Luque et al., 2009a). El precipitado fue 
resuspendido en PES, centrifugado en una microfuga a 13,000 rpm (16,000xg) durante 1 min y 
mezclado con CsCl en tampón PES a una densidad inicial de 1.33 g/cc y ultracentrifugado a 
40,000 rpm en un rotor NVT65 (Beckman-Coulter Inc.) (130,000xg) durante 14 h. Tras la 
ultracentrifugación se detectaron un total de seis bandas visibles por refracción de luz 
(denominadas E1 a E6, de menor a mayor densidad de flotación). Las bandas, que incluyen 
desde cápsidas vacias (E1) a viriones completamente llenos (E5 y E6), fueron recuperadas por 
punción lateral con agujas hipodérmicas 23G y dializadas 16 h frente a tampón PES. Todas las 
etapas de purificación fueron realizadas a 4 ºC (Saugar et al., 2005). 
 
3.4.3 Purificación de los complejos ribonucleoproteicos (RNPs) de IBDV 
La purificación de los complejos ribonucleoproteicos virales (RNPs) se realizó a partir de las 
partículas virales de IBDV purificadas según se describe en el apartado anterior. Éstas fueron 
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desensambladas mediante diálisis frente a tampón Tris-EDTA (5 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM 
EDTA) durante 72 h a 21 ºC, concentradas en unidades de filtración por centrifugación 
Amicon-Ultra 0.5 ml (Merck) con un límite de 10 kDa, y cargadas en un gradiente discontinuo 
formado por cuatro fases al 70, 50, 40 y 33% de glicerol en tampón Tris-EDTA. El gradiente 
fue ultracentrifugado a 40,000 rpm en un rotor SW55 (Beckman-Coulter Inc.) (150,000xg) 
durante 3 h a 21 ºC y recolectado en fracciones que fueron dializadas 16 h frente a tampón 50 
mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl para los ensayos de retardo de movilidad electroforética 
(EMSA) y transfección; o frente a tampón 100 mM Tris-HCl pH 8.5, 125 mM NaCl, 4 mM 
MgCl2, 0.01 mM EGTA para los ensayos de actividad RNA polimerasa de IBDV. 
Para los análisis por ME y crioEM, las fracciones que contenían menor cantidad de VP2 fueron 
dializadas 16 h frente a tampón Tris-EDTA, concentradas en unidades de filtración por 
centrifugación Amicon-Ultra 0.5 ml (Merck) con un límite de 10 kDa, y sometidas a un segundo 
gradiente de glicerol como el descrito anteriormente. 
 
3.4.4 Purificación del complejo VPg-dsRNA en condiciones nativas 
La purificación del complejo VPg-dsRNA en condiciones nativas se realizó a partir de las 
fracciones de RNPs que contenían menor cantidad de VP2, obtenidas según el protocolo 
descrito en el apartado anterior. Éstas fueron dializadas durante 16 h a 4 ºC frente a tampón 50 
mM glicina pH 8/9, 0/0.25/0.5/0.75/1 M NaCl, 5 mM EDTA o tampón Na2CO3 pH 10/11, 
0/0.25/0.5/0.75/1 M NaCl, 5 mM EDTA, concentradas en unidades de filtración por 
centrifugación Amicon-Ultra 0.5 ml (Merck) con un límite de 10 kDa, y cargadas en un 
gradiente discontinuo formado por cuatro fases al 70, 50, 40 y 33% de glicerol en el mismo 
tampón. El gradiente fue ultracentrifugado a 45,000 rpm en un rotor SW55 (Beckman-Coulter 
Inc.) (190,000xg) durante 4 h 15 min a 4 ºC y recolectado en fracciones que fueron dializadas 
16 h frente a tampón 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl para los ensayos de retardo de 
movilidad electroforética (EMSA) y transfección; o tampón 100 mM Tris-HCl pH 8.5, 125 mM 
NaCl, 4 mM MgCl2, 0.01 mM EGTA para los ensayos de actividad RNA polimerasa de IBDV. 
Para la purificación del complejo VPg-dsRNA en condiciones desnaturalizantes se siguió el 
protocolo descrito en el apartado 3.4.3, excepto que tanto la etapa de desensamblaje como la de 
ultracentrifugación fueron realizadas en presencia de 0.1% de SDS. 
 
3.4.5 Purificación de dsRNA de IBDV 
El material de partida para la purificación de dsRNA viral fueron los viriones de IBDV 
purificados según el protocolo descrito en el apartado 3.4.2. La muestra fue desnaturalizada en 
presencia de SDS al 1% durante 3 min a 100 ºC y 1 min a 4ºC. Posteriormente, fue digerida con 
proteinasa K a una concentración final de 2 mg/ml durante 2h a 37 ºC. Finalmente, el dsRNA 
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viral fue purificado sucesivamente mediante extracción con TriZol (Invitrogen) y adsorción en 
mini columnas gel de sílice (Quiagen), según las instrucciones del  fabricante. 
 
3.4.6 Purificación de las proteínas HT-VP1 y HT-VP3 
Las proteínas HT-VP1 y HT-VP3 se purificaron a partir de células H5 infectadas con el rBV 
HT-VP1, o a partir de células BSC-40 infectadas con el rVV HT-VP3, y recogidas a 48 hpi. Las 
células se lavaron con PBS y fueron resuspendidas en el tampón de lisis 50 mM Tris-HCl pH 
8.0, 500 mM NaCl y 0.1% IGEPAL CA-360 (Sigma) suplementado con inhibidores de 
proteasas (Complete Mini; Roche) o 1 mM PMSF durante 30 min a 4 ºC. Posteriormente se 
sometieron a 3 ciclos de sonicación de 10 s y los extractos fueron centrifugados a 4,000 rpm  en 
un rotor basculante A-4-62 (Eppendorf) durante 10 min a 4ºC. Los sobrenadantes se mezclaron 
con una resina TALON Metal Affinity (Clontech) previamente equilibrada en el tampón de lisis 
y se incubaron durante 2 h en agitación a 4ºC. La muestra se centrifugó durante 5 min a 4,000 
rpm y la resina se lavó 3 veces con tampón 50mM Tris-HCl pH 8, 500mM NaCl, 0.1% 
IGEPAL, 5 mM imidazol. La proteína se eluyó en 4 etapas consecutivas con imidazol 200 mM, 
250 mM, 300 mM y 350 mM en el mismo tampón. Las muestras se dializaron durante 16 h 
frente a tampón 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl para los ensayos de retardo de movilidad 
electroforética (EMSA) y transfección; o tampón 100 mM Tris-HCl pH 8.5, 125 mM NaCl, 4 
mM MgCl2, 0.01 mM EGTA para los ensayos de actividad RNA polimerasa de IBDV. 
 
3.5 Análisis bioquímico 
3.5.1 Análisis electroforético en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 
Para la resolución electroforética de proteínas se siguió el método de Laemmli (Laemmli, 1970) 
de electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Las 
muestras analizadas fueron mezcladas con tampón de desnaturalización 5X (62.5 mM Tris-HCl 
pH 6.8, 1% SDS, 0.06% azul de bromofenol, 25% glicerol y 10 mM DTT), hervidas 3 min a 
100 ºC, enfriadas 1 min a 4 ºC y cargadas en geles de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 
37.5:1) al 11%. Posteriormente, dichos geles fueron electrotransferidos a membranas de 
nitrocelulosa o teñidos con azul de Coomassie preparado al 2% (p/v) en una solución al 10% de 
metanol y 10% de ácido acético. Para el análisis de ácidos nucleicos, los geles teñidos 
previamente con azul de Coomassie fueron posteriormente teñidos con una solución de bromuro 
de etidio (BrEt) 0.5 µg/ml y lavados tres veces en agua durante 10 min. 
Alternativamente, para el análisis de bandas de alto peso molecular (VPg-dsRNA), las muestras 
desnaturalizadas fueron cargadas en geles discontinuos de poliacrilamida 
(acrilamida:bisacrilamida 50:1) al 6-11%. Previamente a la electrotransferencia a membranas de 
nitrocelulosa, los geles fueron lavados tres veces con 20 mM NaCl para eliminar el SDS 
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(inhibidor de enzimas) e incubados con 100 µg/ml RNasa A (Thermo Scientific) a 37 ºC durante 
1 h (a 20 mM NaCl la RNasa A únicamente degrada dsRNA). 
 
3.5.2 Análisis electroforético en geles nativos de agarosa 
Para la resolución electroforética de ácidos nucleicos, complejos RNA-proteína y viriones en 
condiciones nativas, las muestras fueron mezcladas con tampón de carga azul 6X (0.25% azul 
de bromofenol, 30% glicerol) y cargadas en geles de agarosa al 0,7 % en tampón TBE (90 mM 
Tris-HCl pH 8, 90 mM ácido bórico, 20 mM EDTA). Tras el proceso de electroforesis, los geles 
fueron teñidos durante 30 min en una solución de BrEt 0.5 µg/ml y lavados tres veces en agua 
durante 10 min. 
 
3.5.3 Análisis electroforético en geles desnaturalizantes de agarosa 
Para la resolución electroforética de ácidos nucleicos, complejos RNA-proteína y viriones en 
condiciones desnaturalizantes, se siguió el protocolo descrito en el apartado anterior en tampón 
TBE suplementado con 0.1 % SDS. 
 
3.5.4 Electrotransferencia e inmunodetección (Western blot) 
Una vez llevado a cabo el análisis por SDS-PAGE, las proteínas fueron electrotransferidas en 
condiciones semisecas durante 60 min a 200 mA a membranas de nitrocelulosa (Protran, 
Schleicher & Schuell) tras incubar durante 5 min el gel y las membranas en tampón Tris 48 
mM, glicina 39 mM, SDS 0.0375 % (p/v), metanol 20 % (v/v).  En los geles mixtos al 6-11%, 
las proteínas fueron electrotransferidas en condiciones húmedas durante 2h 15 min a 200 mA. 
Las membranas fueron saturadas en solución de bloqueo (leche desnatada en polvo al 5% en 
tampón PBS), durante 30 min a 20 ºC y posteriormente incubadas con el anticuerpo primario α-
VP1, α-VP2, α-VP3 ó α-VP4 diluidos 1:1,000 en solución de bloqueo durante 1 h 30 min a 
temperatura ambiente. Después de tres lavados de 10 min con PBS, se incubaron 45 min a 20 ºC 
con un anticuerpo secundario de cabra α-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (GE 
Healthcare) diluido 1:10,000 en solución de bloqueo. La membrana se lavó 3 veces con PBS 
durante 5 min y se reveló mediante la utilización del sistema comercial quimioluminiscente 
ECL (GE Healthcare) o mediante la adición de 4-cloro-1-naftol en presencia de 0.025 % de 
H2O2. 
 
3.5.5 Determinación de la concentración de proteína 
La concentración de proteína total en las purificaciones de HT-VP1 y HT-VP3 a partir de 
baculovirus o virus vaccinia recombinantes respectivamente, fue determinada mediante el 
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método comercial BCA (Pierce) y utilizando como patrón seroalbúmina bovina (BSA), así 
como mediante la medición de absorbancia a 280 nm en un espectrofotómetro NanoDrop 1000 
(Thermo Scientific). También se estimó la cantidad de proteína purificada analizando 
simultáneamente las muestras con patrones de BSA, de concentración conocida, mediante SDS-
PAGE y tinción con azul de Coomassie. Los geles fueron digitalizados en un escáner Perfection 
3170 (EPSON) y se analizaron con el programa informático de análisis cuantitativo Quantity 
One (Bio Rad). 
 
3.5.6 Determinación de la concentración de RNA 
La concentración de RNA total en las purificaciones de dsRNA a partir de IBDV (apartado 
3.4.2) fue determinada mediante medición de absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro 
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). La concentración de RNA de los diferentes complejos 
RNA-proteína fue determinada analizando simultáneamente las muestras con patrones de 
dsRNA de IBDV, de concentración conocida, mediante geles desnaturalizantes de agarosa que 
se tiñeron con BrEt. Los geles fueron digitalizados en un transiluminador Gel Doc 2000 (Bio-
Rad) y se analizaron con el programa informático de análisis cuantitativo Quantity One (Bio 
Rad). 
 
3.5.7 Ensayo de actividad RNA polimerasa de IBDV 
La actividad polimerasa de las diferentes muestras (dsRNA purificado, VPg-dsRNA, RNPs y 
viriones de IBDV) fue determinada según el protocolo previamente descrito (Spies et al., 1987) 
con ligeras modificaciones. Las reacciones fueron llevadas a cabo en 100 mM Tris-HCl pH: 8.5, 
125 mM NaCl, 4 mM MgCl2, 0.01 mM EGTA, 1 mM ATP, GTP, CTP, 0.02 mM UTP, RNasin 
0.5 μl (20 U), 10 μCi [α-32P] UTP. Las muestras fueron incubadas a 40 ºC durante 0, 15, 60 y 
120 y congeladas a -80 ºC. Posteriormente, fueron descongeladas a 37 ºC, suplementadas con 
1% SDS, hervidas 3 min a 100 ºC, enfriadas 1 min a 4 ºC y digeridas con 0.2 mg/ml proteinasa 
K durante 2 h a 37 ºC. Finalmente los nucleótidos no incorporados fueron eliminados mediante 
columnas preempaquetadas de sefarosa MicroSpin S-200 HR (GE Healthcare). Los productos 
de reacción fueron resueltos mediante electroforesis en geles nativos de agarosa (apartado 
3.5.2). Los geles fueron secados sobre papel 3MM (Whatman) y autoradiografiados entre 16 h y 
72 h en una pantalla fosfoluminiscente (Phosfor Screen, Molecular Dynamics). A continuación, 
la pantalla fue digitalizada en un scanner Storm 869 (Molecular Dynamics) y la marca 
radioactiva incorporada fue cuantificada mediante el programa informático de análisis 
cuantitativo Quantity One (Bio Rad). 
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3.6 Microscopía de fuerzas atómicas 
Los análisis de AFM se realizaron en el IMDEA Nanociencia del campus de la UAM, en 
colaboración con el Dr. Johann Mertens. Las cápsidas fueron adsorbidas sobre una superficie 
pirolítica de grafito (HOPG) y visualizadas en condiciones fisiológicas usando el método 
jumping mode, que permite un control preciso de la fuerza máxima aplicada sobre la muestra. 
Se usó un cantilever de nitruro de silicio con una constante de fuerza de 0.05 N/m (Olympus). 
Las medidas fueron analizadas usando el programa informático WSxM (Horcas et al., 2007). La 
posición y orientación de las cápsidas fueron determinadas en imágenes de 128x128 píxeles a 
fuerza máxima de rastreo (<100 pN). La fuerza aplicada fue calibrada con curvas de fuerza 
frente a desplazamiento del piezo en el eje Z (FZ) en la superficie HOPG, en regiones cercanas 
a las cápsidas. Una vez visualizados detalles de cápsidas individuales, se llevaron a cabo 
medidas de indentación para cuantificar su respuesta elástica. La altura de las cápsidas fue 
determinada escaneando su perfil. Si las imágenes adquiridas inmediatamente después de la 
indentación no mostraban evidencia de daño en la partícula, nuevas curvas FZ se obtuvieron 
sobre la misma partícula. Series de 3 a 5 curvas FZ consecutivas fueron obtenidas en 21-28 
partículas (89-131 indentaciones) para cada población de IBDV. En una indentación, la fuerza 
se mantiene constante a medida que se aproxima la punta del cantilever hasta que entra en 
contacto con la cápsida; después de lo cual la fuerza se incrementa linealmente hasta que el 
desplazamiento en el eje Z disminuye a ~20 nm, que se corresponde con una compresión / 
deformación de aproximadamente el doble del grosor de la envuelta viral (9 nm). En el régimen 
donde la fuerza aplicada inicialmente se incrementa linealmente, el proceso de nanoindentación 
fue casi completamente reversible, debido a que el regreso del cantilever a su posición inicial 
resultó en una fuerza directamente inversa a la aplicada inicialmente. 
Las constantes de elasticidad de los virus y el cantilever pueden ser modeladas mediante dos 
muelles en serie. La constante de elasticidad del cantilever fue determinada mediante 
calibración en el substrato. A partir de la pendiente de las curvas FZ, la constante de elasticidad 
de las cápsidas (kcaps) puede ser calculada como kcaps = kckeff/(kc – keff), donde kC es la constante 
de elasticidad del cantilever y keff es la constante de elasticidad efectiva debida a la deformación 
del cantilever y de la envuelta viral. Como control, se corroboró que las contantes de elasticidad 
en indentaciones sucesivas en una cápsida individual de la población E1 diferían < 10%. La 
variabilidad en la distribución de cada partícula individual probablemente sea debida a 
diferencias en la disposición geométrica de las mismas. 
En los ensayos de fatiga mecánica de las poblaciones de IBDV, las partículas adsorbidas en la 
superficie de HOPG fueron sometidas a ciclos consecutivos de fuerza constante máxima de 150 
pN. 
 
 
Capítulo 3 
40 
3.7 Microscopía electrónica 
3.7.1 Contrastado de las muestras  
3.7.1.1 Tinción negativa 
Sobre una gota de 5 μl de muestra se depositó una rejilla de microscopía electrónica (ME) con 
carbón-colodión previamente ionizada mediante descarga iónica (K100X, Emitech). La rejilla 
fue incubada 3 min, lavada dos veces en agua, y el exceso de líquido eliminado mediante 
contacto del borde de la rejilla con papel de filtro grado 1 (Whatman). La concentración óptima 
de los diferentes ensamblados virales analizados fue determinada mediante diluciones seriadas. 
Las rejillas fueron incubadas sobre una gota de acetato de uranilo al 2% (p/v) durante 1 min y el 
exceso de agente de tinción se eliminó por contacto de la rejilla con papel de filtro. Para la 
visualización de la muestra se empleó un microscopio electrónico JEOL 12000 EXII 
estabilizado a 100 kV y las imágenes fueron registradas en micrografías electrónicas (Kodak 
SO-163) a una magnificación nominal 40,000x que fueron reveladas (Kodak, D-19) durante 8 
min a temperatura ambiente. 
Alternativamente, para la visualización de la muestra se empleó un microscopio Tecnai G2 FEG 
200 (FEI) equipado con un anticontaminador, y estabilizado a 200 kV. Las imágenes se 
registraron a una magnificación nominal 69,444x (2.16 Å/píxel) bajo condiciones de mínima 
dosis electrónica en una cámara CCD (Charged Coupled Device) FEI Eagle 4k. 
 
3.7.1.2 Inmunomarcaje 
Sobre una gota de 5 μl de muestra se depositó una rejilla de ME con carbón-colodión 
previamente ionizada mediante descarga iónica (K100X, Emitech). La rejilla fue incubada 3 
min, lavada dos veces en agua, y el exceso de líquido eliminado mediante contacto del borde de 
la rejilla con papel de filtro grado 1 (Whatman). A continuación, la rejilla fue bloqueada con 5% 
BSA-PBS durante 10 min, incubada con sueros policlonales α-VP1 o α-VP3 (1/100 en 0.1% 
BSA-PBS) durante 10 min y lavada dos veces en 0.1% BSA-PBS. Partículas de oro coloidal de 
5 nm de diámetro conjugadas con un anticuerpo de cabra α-IgG de conejo (1/50 en 0.1% BSA-
PBS; British Biocell International) fueron incubadas con la rejilla durante 10 min. Por último la 
rejilla fue lavada dos veces en PBS y seis veces en agua para eliminar las uniones inespecíficas. 
La rejilla fue sometida a tinción negativa y visualizadas según lo descrito en el apartado 
anterior. 
 
3.7.2 Criomicroscopía electrónica 
Para el análisis por criomicroscopía electrónica (crio-ME), 5 μl de la muestra fueron 
depositados sobre una cara de una rejilla de cobre-rodio cubierta con una película de carbón con 
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agujeros (Quantifoil R2/2) previamente lavada con vapores de acetona. Las muestras fueron 
vitrificadas en etano líquido según los procedimientos previamente establecidos (Castón et al., 
2001; Dubochet et al., 1988), quedando incluidas en una capa de hielo vítreo y conservando su 
estado nativo, en una unidad Leica EM CPC. Las muestras se visualizaron en un microscopio 
Tecnai G2 FEG 200 (FEI) equipado con un anticontaminador, y estabilizado a 200 kV, en el 
cual fueron cargadas mediante un criobrazo Gatan 626.53P50. Las imágenes se registraron a 
una magnificación nominal 69,444x (2.16 Å/píxel) bajo condiciones de mínima dosis 
electrónica en una cámara CCD FEI Eagle 4k. 
 
3.7.3 Criotomografía electrónica 
Los análisis mediante criotomografía electrónica (crio-TE) se realizaron en el Laboratory of 
Structural Biology Research (LSBR) del National Institute of Arthritis y Musculoskeletal y Skin 
Diseases (NIAMS) de los National Institutes of Health (NIH) en Bethesda (MD, USA), bajo la 
dirección del Dr. Alasdair C. Steven y en colaboración con el Dr. Juan Fontana Jordán De 
Urries.  
Las muestras fueron mezcladas con oro coloidal de 10 nm de diámetro (Aurion), usado como 
marcador fiducial, y vitrificadas según el protocolo descrito en el apartado anterior. Las 
muestras se visualizaron en un microscopio Tecnai-12 (FEI) estabilizado a 120 kV y equipado 
con un filtro de energía (GIF 2002, Gatan) en modo zero-loss con un diámetro de apertura de 20 
eV, en el cual fueron cargadas mediante un criobrazo Gatan 626.53P50. Las imágenes se 
registraron en una cámara CCD de 2048x2048 píxeles (Gatan) a una magnificación nominal 
53,600x (5.6 Å/píxel) y con un subenfoque de ~4 µm, usando el programa SerialEM 
(Mastronarde, 2005). Las series de inclinación fueron adquiridas en el rango ±70º a intervalos 
de 2º con una dosis total acumulada de ~75 e/Å
2
 por serie. 
 
3.7.4 Procesamiento digital de especímenes sin simetría 
Las operaciones generales de procesamiento de imagen fueron llevadas a cabo mediante los 
paquetes de procesamiento Xmipp [http://xmipp.cnb.csic.es/, (de la Rosa-Trevín et al., 2013; 
Scheres et al., 2008)], Spider [http://spider.wadsworth.org/spider_doc/spider/docs/sites.html, 
(Frank et al., 1996)], Bsoft [http://lsbr.niams.nih.gov/bsoft/ , (Heymann y Belnap, 2007)], 
EMAN (Ludtke et al., 1999), EMAN2 (Tang et al., 2007) y RELION (Scheres, 2012a).  Las 
representaciones gráficas fueron generadas con el programa Chimera 
[http://www.cgl.ucsf.edu/chimera, (Pettersen et al., 2004)]. 
El grado de desenfoque de cada micrografía fue calculado analizando su transformada de 
Fourier promedio mediante los programas ctffind3 (Mindell y Grigorieff, 2003) y Bshow 
(perteneciente al paquete Bsoft). Para las micrografías analizadas, se determinó que el rango de 
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desenfoque estaba comprendido entre 1.2  y 4.7 μm en el caso de las imágenes de VP1 y 0.6 y 
5.2 μm para las de extremos de RNPs. Dicha información fue empleada para invertir las fases de 
cada imagen entre las frecuencias adecuadas de la función de transferencia de contraste (CTF). 
Las imágenes de las partículas fueron seleccionadas manualmente, extraídas y normalizadas 
mediante el programa Xmipp. Se seleccionaron 113,433 imágenes de VP1 y 17,687 de los 
extremos de RNPs. Las imágenes fueron submuestreadas a 6.48 Å/píxel para una mayor 
eficiencia computacional, y clasificadas bidimensionalmente siguiendo distintas rutinas del 
paquete Xmipp (Figura 10): 
ML2D (Maximum Likelihood 2D): clasificación bidimensional basada en máxima 
verosimilitud (Scheres et al., 2005).  
CL2D (Clustering 2D): clasificación bidimensional basada en el agrupamiento de las partículas 
(Sorzano et al., 2010).  
KerDenSOM (Kernel Density estimator Self-Organizing Map): clasificación bidimensional 
basada en redes neuronales auto-organizativas (Pascual-Montano et al., 2001). 
Tras evaluar las imágenes promedio obtenidas mediante cada una de estas aproximaciones, las 
clases bidimensionales fueron seleccionadas a partir de los resultados obtenidos con la rutina 
CL2D e incluyeron un total de 40,000 imágenes de VP1, 10,747 de extremos con una molécula 
de VP1 y 4,139 de extremos con dos moléculas de VP1. 
La obtención de volúmenes iniciales puede llevarse a cabo siguiendo diferentes protocolos en 
paralelo (Figura 10): método de líneas comunes, media alzada a partir de una clase promedio, 
blob gaussiano, ruido gaussiano o estructura cristalográfica filtrada. La orientación y centrado 
inicial de las partículas fue determinada mediante la rutina de Refine de EMAN, debido su 
capacidad de minimizar la dependencia respecto del modelo inicial en la generación de 
volúmenes. Se evaluaron los modelos iniciales anteriormente descritos y cuando sus 
refinamientos convergieron en mapas de densidad estable y aspecto similar entre sí, se utilizó  
uno de ellos (el obtenido a partir de ruido) como modelo para un refinamiento angular iterativo 
de los ángulos de orientación y centros de las partículas con la rutina Projection Matching 
(Scheres et al., 2008) de Xmipp (Figura 10). Este refinamiento comienza con la proyección del 
modelo tridimensional inicial, generando un determinado número de proyecciones que se usan 
como referencias iniciales (referencias teóricas) y se comparan con todas las partículas 
seleccionadas y extraídas de las micrografías (referencias experimentales). De esta manera, se 
realiza una clasificación bidimensional en la que cada referencia experimental es asignada a una 
proyección teórica con un determinado ángulo de proyección. Finalmente las referencias 
experimentales derivadas de las teóricas se retro-proyectan en el espacio de Fourier y se obtiene 
un nuevo modelo que se emplea como volumen de referencia para la siguiente iteración. El 
proceso se repite de forma iterativa hasta que no se observan cambios significativos entre 
sucesivas iteraciones (Figura 10).  
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Figura 10. Protocolo de reconstrucción tridimensional a partir de partículas individuales. A partir 
de las imágenes experimentales, se aplican diferentes métodos de clasificación y alineamiento (ML2D, 
CL2D, KerDenSOM) con el objetivo de obtener diferentes clases promediadas de varias proyecciones o 
vistas. Tras la selección de clases de interés, el modelo inicial puede construirse por el método de líneas 
comunes, a partir de ruido gaussiano, media alzada a partir de una clase promediada, filtrado de 
estructuras atómicas o a partir de un blob gaussiano. Las 3DRs finales se generaron siguiendo los 
protocolos de refinamiento angular iterativo de EMAN (Ludtke et al., 1999) y Xmipp (de la Rosa-Trevín 
et al., 2013; Scheres et al., 2008) consecutivamente. 
Para estimar la resolución de los mapas se calculó la función FSC (Fourier Shell Correlation) 
(van Heel, 1984) entre dos mapas independientes que contienen cada uno la mitad de las 
partículas totales empleadas en cada reconstrucción final. La resolución de cada reconstrucción 
fue determinada como el recíproco de la frecuencia espacial donde el coeficiente de correlación 
es 0.5 (criterio FSC = 0.5). Las resoluciones calculadas para VP1, los extremos con una 
molécula de VP1 y los extremos con dos moléculas de VP1 fueron de 16.0, 25.6 y 30.2 Å, 
respectivamente. 
El ajuste del modelo atómico como un cuerpo rígido en cada uno de los mapas de densidad 
obtenidos se realizó con el programa Chimera. 
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3.7.5 Procesamiento digital de especímenes con simetría helicoidal 
El procesamiento de las muestras con simetría helicoidal se realizó en colaboración con el Dr. 
Jaime Martín-Benito Romero (CNB-CSIC). Las imágenes de las partículas fueron seleccionadas 
manualmente mediante la rutina de picado de Xmipp seleccionando segmentos de RNPs 
solapantes entre sí y, posteriormente, extraídas y normalizadas. La determinación del rango de 
desenfoque y el cálculo de la CTF se realizaron siguiendo lo descrito en el apartado anterior. 
Para las micrografías analizadas, se determinó que el rango de desenfoque estaba comprendido 
entre 0.6 y 5.2 μm. Se seleccionaron un total de 19,826 imágenes de RNPs. Las imágenes 
fueron submuestreadas a 4.32 Å/píxel para una mayor eficiencia computacional. Las imágenes 
fueron clasificadas utilizando la rutina CL2D del paquete Xmipp explicada en el apartado 
anterior. 
El paquete de programas IHRSR (iterative helical real space reconstruction) fue usado para 
generar las reconstrucciones tridimensionales (Egelman, 2000). En este procedimiento, un 
volumen de referencia o modelo inicial es proyectado para obtener una serie de proyecciones de 
referencia cuya diferencia radica en sus ángulos de rotación sobre el eje azimutal. A partir de 
imágenes de los filamentos helicoidales se generan segmentos parcialmente solapantes, y 
mediante la búsqueda de orientaciones y orígenes son asignados a una de las proyecciones de 
referencia. El origen y orientación determinados en este proceso son usados para generar una 
3DR asimétrica. A partir de este mapa, los parámetros de simetría helicoidal de elevación axial 
(o traslación en el eje h) y ángulo de rotación estimados previamente mediante el análisis de los 
filamentos son refinados mediante la rutina Projection Matching de Xmipp e impuestos al 
mismo para generar una 3DR con simetría helicoidal. El modelo resultante se usa como modelo 
inicial en la siguiente iteración. Tras el refinamiento iterativo, los parámetros de simetría 
helicoidal convergen en una solución estable que definen las características generales de la 
hélice. Como modelo inicial se usó un volumen cilíndrico con las dimensiones de los filamentos 
de RNPs generado con Xmipp, y mediante la imposición de distintos parámetros de simetría 
helicoidal en función del análisis de las imágenes medias bidimensionales originales, los 
resultados no convergieron a una solución estable en ninguno de los casos. 
 
3.7.6 Procesamiento digital de especímenes con simetría icosaédrica 
Las imágenes de las partículas fueron seleccionadas manualmente mediante la rutina de picado 
de Xmipp y, posteriormente, extraídas y normalizadas. La determinación del rango de 
desenfoque y la corrección de la CTF se realizaron siguiendo el protocolo descrito en el 
apartado 3.7.4. Para las micrografías analizadas, se determinó que el rango de desenfoque estaba 
comprendido entre 0.7 y 5.6 μm. Se seleccionaron un total de 5,565 imágenes de partículas con 
una región central de baja intensidad y con un engrosamiento irregular de la envuelta viral, 
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denominadas cápsidas E1-1 y 6,565 imágenes de partículas homogéneamente oscuras, 
denominadas cápsidas E1-2. Las imágenes fueron submuestreadas a 4.32 Å/píxel para una 
mayor eficiencia computacional.  
Las imágenes fueron analizadas mediante la rutina de clasificación 3D del paquete RELION, 
que realiza una clasificación multireferencia basada en máxima verosimilitud (apartado 3.7.4) 
implementada con métodos Bayesianos y heurísticos. Las estructuras son refinadas de manera 
iterativa mediante dos pasos: (1) Expectación o alineamiento, en el que las proyecciones de la 
estructura son comparadas con las imágenes experimentales proporcionando información sobre 
la orientación de dichas imágenes. Las orientaciones no son asignadas de manera discreta, si no 
que se calculan distribuciones de probabilidad de todas las posibles asignaciones. (2) 
Maximización o reconstrucción suave, en el que las imágenes experimentales son combinadas 
con la información previa para generar una 3DR. La nueva estructura y las nuevas estimaciones 
señal-ruido son empleadas para las siguientes iteraciones, hasta que se obtiene una estructura 
estable. El principal avance de esta implementación sobre los algoritmos clásicos es la 
minimización de la dependencia del usuario en la determinación e imposición de parámetros y 
la obtención de datos más objetivos (Scheres, 2012b). 
Como modelo inicial para la clasificación 3D se utilizó el mapa tridimensional de la cápsida de 
IBDV obtenido previamente en nuestro laboratorio (Saugar et al., 2005), escalado 
adecuadamente y filtrado a 35 Å de resolución. Se realizó una clasificación 3D de cada conjunto 
de partículas por separado y se obtuvieron dos clases mayoritarias de cápsidas T=13 para cada 
conjunto de partículas. A continuación, las cuatro clases de partículas fueron evaluadas 
mediante una clasificación 2D para confirmar su asignación como E1-1 o E1-2 mediante la 
inspección visual de las imágenes promedio generadas.  Los dos nuevos grupos de partículas 
E1-1 y E1-2 fueron evaluados mediante una nueva clasificación 3D que resultó en dos 3DRs 
para las partículas E1-1 y otros dos mapas para las partículas E1-2. El nivel de organización de 
la capa de densidad subyacente a la cápsida T=13 fue distinto en las dos 3DRs de las partículas 
E1-1 (denominadas E1-1A, que incluye 2,095 partículas, y E1-1B, que incluye 2,027 
partículas). Sin embargo, los mapas derivados de las partículas E1-2 son indistinguibles 
respecto a su contenido interno, por lo que se combinaron en un único mapa con 2,377 
partículas. Las 3DRs fueron calculadas usando métodos de Fourier-Bessel (Crowther et al., 
1970; Fuller et al., 1996) e imponiendo simetría icosaédrica en los mapas de densidad finales. 
Para estimar la resolución de los mapas se calculó la función FSC según lo explicado en el 
apartado 3.7.4. Las resoluciones calculadas para las cápsidas E1-1A, E1-1B y E1-2 fueron de 
29.4, 23.6 y 24.4 Å (a 0.5) y 28.2, 20.6 y 23.8 Å (a 0.3), respectivamente. 
Los perfiles de densidad radial promedio de las cápsidas E1 de IBDV se calcularon con el 
paquete Xmipp, y fueron normalizados y escalados adecuadamente. La subunidad asimétrica de 
IBDV fue ajustada como un cuerpo rígido en el mapa de densidad de cada cápsida utilizando 
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Chimera, y mediante simetrización se generaron máscaras para la sustracción del volumen 
interno de los mapas. 
 
3.7.7 Procesamiento digital de series de inclinación y promediado subtomográfico 
El procesamiento inicial y el alineamiento de las series de inclinación fueron llevados a cabo 
mediante el paquete IMOD (Kremer et al., 1996). Se reconstruyeron un total de 11, 10, 3, 4, 10 
y 8 tomogramas de las poblaciones E1, E2, E3, E4, E5 y E6, respectivamente, usando 
algoritmos de retro-proyección (Gilbert, 1972) del paquete IMOD. Partículas individuales de las 
distintas poblaciones de IBDV fueron seleccionadas manualmente, extraídas de los 
tomogramas, normalizadas y sometidas a cien iteraciones de filtrado anisotrópico no lineal 
(Frangakis y Hegerl, 2001) mediante el paquete Bsoft. Se seleccionaron un total de 247, 119, 
95, 124, 475 y 457 partículas de las poblaciones E1, E2, E3, E4, E5 y E6, respectivamente. 
Las partículas extraídas fueron alineadas y promediadas imponiendo simetría icosaédrica y 
utilizando como modelo inicial un mapa tridimensional de la cápsida de IBDV obtenido 
previamente en nuestro laboratorio (Saugar et al., 2005), escalado adecuadamente y filtrado a 35 
Å de resolución, mediante la rutina basada en algoritmos de máxima verosimilitud MLTomo 
(Scheres et al., 2009) del paquete Xmipp. Se calculó un nuevo mapa de densidad que se usó 
para las subsiguientes etapas de refinamiento iterativo de los ángulos de orientación y centros de 
las partículas. 
Para estimar la resolución de los mapas se calculó la función FSC según lo explicado en el 
apartado 3.7.4. Las resoluciones calculadas para las cápsidas E1, E2, E3, E4, E5 y E6 fueron de 
49.5, 54.3, 53.3, 53.2, 47.2 y 47.8 Å, respectivamente. Los perfiles de densidad radial promedio 
de las cápsidas E1, E2, E3, E4, E5 y E6 se calcularon con el paquete Xmipp, y fueron 
normalizados y escalados adecuadamente. 
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4.1 Análisis de las poblaciones de IBDV  
4.1.1 Caracterización bioquímica de las poblaciones de IBDV 
Durante la infección de celulares aviares con IBDV se pueden purificar, mediante 
ultracentrifugación en gradientes de densidad de CsCl, al menos seis poblaciones virales 
extracelulares, denominadas E1-E6 (Figura 11A). Las diferentes poblaciones de IBDV 
purificadas a partir del sobrenadante de células QM7 infectadas con IBDV (moi 1-2pfu/cel) y 
recogidas a las 72 hpi, fueron analizadas por SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie o 
tinción con BrEt. Mientras que las poblaciones E2-E6 tienen una composición proteica similar 
(Figura 11B) y están constituidas mayoritariamente por cápsidas T=13, la banda 
correspondiente a la población E1 presenta cápsidas vacías T=1 y T=13. Las partículas de las 
poblaciones E2-E6 contienen cantidades constantes de las proteínas pVP2/VP2, VP3 y VP1 
(Figura 11B) con 780, ~450 y ~12 copias por cápsida, respectivamente (Luque et al., 2009b). 
Sin embargo, su contenido genómico es diferente con 1, 2, 3 y 4 segmentos de dsRNA en las 
poblaciones E2, E3, E4 y E5-E6, respectivamente (Luque et al., 2009a). Estas diferencias son 
detectables directamente en el mismo gel desnaturalizante mediante tinción con BrEt (Figura 
11C). 
 
La poliploidía intrínseca de IBDV permite la generación de partículas virales infectivas con una 
mayor probabilidad. Aproximadamente el 80% de los viriones producidos en la infección con 
IBDV está formado por las poblaciones E4-E6, en las que cada partícula puede contener más de 
un genoma completo (Luque et al., 2009a). Las diferencias entre las poblaciones E5 y E6 no 
han sido establecidas, cuya infectividad y coeficiente de sedimentación difieren levemente. Las 
diferencias en las cantidades de oligonucleótidos de cadena sencilla, que representan hasta un 
25% del RNA en reovirus purificados (Bellamy y Joklik, 1967), podría explicar el mayor 
coeficiente de sedimentación en la población E6, así como un distinto comportamiento respecto 
a la permeabilidad al cesio. Las poblaciones virales E1-E4 pueden dar cuenta de, o bien estadíos 
intermedios del proceso de maduración como sugiere la disminución gradual de la cantidad de 
pVP2 (Figura 11B), o de cápsidas abortivas durante el ensamblaje (dead-end products).  
 
4.1.2 Criotomografía electrónica de las poblaciones virales de IBDV  
El material genómico de IBDV está organizado como complejos ribonucleoproteicos (RNPs), 
estructuras de aspecto filamentoso formadas por el dsRNA viral y las proteínas VP3 y VP1 
(Luque et al., 2009b). El dsRNA de las RNPs está recubierto homogéneamente por VP3, 
mientras que VP1 se encuentra unida covalentemente a los extremos 5’ (VPg). Las poblaciones 
E1-E6 de IBDV fueron vitrificadas por separado y analizadas mediante criotomografía  
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Figura 11. Análisis bioquímico de los componentes estructurales de las poblaciones de IBDV. (A) 
Gradiente lineal de CsCl iluminado desde la parte inferior del tubo después de la ultracentrifugación de 
los viriones procedentes de células QM7 infectadas con IBDV y recogidas a las 72 hpi; se observan seis 
bandas correspondientes a las seis poblaciones (E1-E6) de IBDV. (B, C) Análisis mediante SDS-PAGE y 
tinción con azul de Coomassie (B) y posteriormente con BrEt (C) de las poblaciones de IBDV. Los 
marcadores de peso molecular se indican a la izquierda en kDa. Las flechas indican (B) las proteínas 
estructurales VP1, pVP2, VP2, VP3 y VP4 y (C) el dsRNA genómico.  
electrónica (crioTE) con el objetivo inicial de caracterizar patrones de organización de los 
filamentos de RNPs en el interior de la cápsida. 
 
Se reconstruyeron un total de 11, 10, 3, 4, 10 y 8 criotomogramas de las poblaciones E1, E2, E3, 
E4, E5 y E6, respectivamente. La visualización directa de reconstrucciones tomográficas a partir 
de imágenes de crioTE (Figura 12) mostró poblaciones de partículas virales con distinto 
contenido genómico. Así, mientras que el interior de las cápsidas de la población E1 está 
mayoritariamente vacío (Figura 12A), las cápsidas de la población E5, que contienen cuatro 
RNPs, muestran una alta densidad distribuida homogéneamente en su interior (Figura 12B). 
 
Figura 12. CrioTE de las poblaciones de IBDV. Reconstrucciones tomográficas de partículas de 
las poblaciones E1 y E5 de IBDV purificadas en gradientes de CsCl. Se muestra la sección 
central de dos tomogramas representativos de las poblaciones E1 (A) y E5 (B). Las flechas rojas 
indican las cápsidas E1 vacías y las flechas azules indican las cápsidas E1 con una mayor 
densidad interna. La barra de escala corresponde a 100 nm. 
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A partir de los criotomogramas reconstruidos fueron extraídas 247, 119, 95, 124, 475 y 457 
partículas individuales de las poblaciones E1, E2, E3, E4, E5 y E6, respectivamente. Las 
partículas individuales de cada población fueron normalizadas y sometidas a 100 iteraciones de 
filtrado anisotrópico no lineal (Frangakis y Hegerl, 2001) para facilitar el análisis visual de las 
mismas. La inspección visual de secciones centrales de reconstrucciones tomográficas de 
partículas individuales representativas de cada población mostraron un incremento gradual en 
contenido genómico (Figura 13). Mientras que la densidad interna de las partículas E2-E4 es 
inferior que la de las partículas E5-E6, el análisis detallado de las partículas E1 mostró unas 
características estructurales definidas, con una densidad interna similar a la del fondo (es decir, 
están vacías) y un engrosamiento irregular de la envuelta proteica viral correspondiente a la 
cápsida. Estas características fueron observadas en la mitad de las partículas analizadas (Figura 
13, columnas 3, 4 y 5; Figura 12A, flechas rojas); el resto de las partículas E1, o bien están 
completamente vacías (14%) o incluyen partículas con una mayor densidad interna (36%) 
(Figura 12A, flechas azules). 
 
 
Figura 13. Análisis del contenido genómico de las poblaciones de IBDV por crioTE. Secciones 
centrales de reconstrucciones tomográficas de partículas individuales extraídas, normalizadas y filtradas, 
representativas de las poblaciones E1-E6 de IBDV, en las que se observa un incremento gradual en el 
contenido genómico, desde cápsidas vacías (E1) a cápsidas con 1 (E2), 2 (E3), 3 (E4) y 4 RNPs (E5 y 
E6). Los diagramas localizados en la esquina superior derecha representan la cantidad de RNPs (puntos) 
empaquetadas dentro de las partículas de cada población de IBDV. La barra de escala corresponde a 50 
nm. 
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Debido a la dificultad para identificar las características estructurales de la cápsida y/o de 
posibles patrones de organización en los filamentos de RNPs, tanto a partir de sus secciones 
centrales (Figura 13) como de sus volúmenes (no mostrado), las reconstrucciones individuales 
de cada población fueron alineadas y promediadas respecto a un mapa de la cápsida T=13 de 
IBDV obtenido previamente en nuestro laboratorio (Saugar et al., 2005), e imponiendo simetría 
icosaédrica (Figura 14A). Las resoluciones obtenidas mediante el cálculo de la función FSC 0.5 
para las poblaciones E1, E2, E3, E4, E5 y E6 fueron de 49.5, 54.3, 53.3, 53.2, 47.2 y 47.8 Å, 
respectivamente.  
 
La superficie externa de los mapas  muestra el número de triangulación T=13 de la cápsida de 
IBDV (Figura 14A, fila superior). La comparación de las secciones centrales de los mapas de 
las poblaciones E1-E6 mostró que el contenido interno genómico es más elevado en las 
poblaciones E2-E6 y, debido al promediado icosaédrico, se observa homogéneamente 
distribuido en el interior de la cápsida (Figura 14A, fila inferior). Asimismo, el componente 
genómico está separado de la superficie interna de la cápsida T=13. El mapa tridimensional de 
la cápsida E1 está constituido por una cápsida T=13 (similar a la de las demás poblaciones 
virales) que tiene numerosas conexiones con una densidad interna concéntrica; es decir, el 
engrosamiento obsevado en los tomogramas se ha resuelto en dos capas concéntricas. El análisis 
de los perfiles radiales de distribución de densidad de las 3DRs muestra que las cápsidas T=13 
de E1-E6 tienen un grosor similar (Figura 14B). La cápsida E1 muestra una menor depresión 
del anillo de Fresnel interno (correspondiente a un radio de ~250 Å) que da cuenta de las 
densidades que forman las conexiones referidas anteriormente (Figura 14B, flecha). A 
diferencia con las poblaciones E2-E6, la densidad interna de E1 se localiza mayoritariamente 
entre los radios 200-250 Å y la zona central de la cápsida está vacía. (Figura 14B). 
 
En resumen, el análisis por crioTE no muestra un patrón de organización estructural definido de 
las RNPs empaquetadas en el interior del virión. Estos resultados demandan una caracterización 
bioquímica de los componentes estructurales de la población E1, que carece de dsRNA, y que 
de cuenta de la densidad interna de la cápsida T=13. 
 
4.1.3 Caracterización bioquímica y por microscopía electrónica de la población E1  
La población E1 está constituida por partículas heterogéneas, mayoritariamente cápsidas vacías 
T=13 y T=1 (Figura 15A). Con el objetivo de optimizar las preparaciones de cápsidas T=13, la 
fracción de E1 obtenida mediante ultracentrifugación en gradientes de CsCl fue sometida a una  
ultracentrifugación en un gradiente lineal de sacarosa 25-50%. Las fracciones fueron analizadas 
por SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie, o WB con anticuerpos α-VP2 o α-VP3 
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Figura 14. Subtomogramas promediados y 3DRs de las poblaciones de IBDV. (A) Superficie externa 
de las 3DRs de las poblaciones E1-E6 de IBDV vistas desde un eje de simetría icosaédrica de orden 2 y 
umbralizadas a 1 σ sobre la densidad media (fila superior). Secciones centrales de los mapas de densidad 
(fila inferior, mitad izquierda) y secciones de 17 Å de grosor umbralizadas a 0.4 σ para visualizar el 
contenido interno de las partículas (fila inferior, mitad derecha). Las flechas en la cápsida E1 indican los 
puntos de conexión de la cápsida T=13 con la capa adyacente interna. La barra de escala corresponde a 10 
nm. (B) Plot de densidad radial de las poblaciones de IBDV E1 (rojo), E2 (negro discontinuo), E3 (verde 
discontinuo), E4 (naranja discontinuo), E5 (morado discontinuo) y E6 (marrón discontinuo). La flecha 
indica la localización de las conexiones de la cápsida T=13 con la capa adyacente interna de la población 
E1. Los diagramas representan la cantidad de RNPs (puntos) de cada población de IBDV (como en la 
Figura 13). 
(Figuras 15B-D), y por microscopía electrónica (ME) y tinción negativa (Figuras 15E-F). Los 
ensamblados correspondientes a las cápsidas T=13 se distribuyen en la zona central del 
gradiente, y están constituidas por tres bandas mayoritarias  de ~52, ~43 y ~34 kDa que se 
corresponden con pVP2, VP2 y VP3 (fracciones 6-8; Figuras 15A, E). Las cápsidas T=1 se 
distribuyen en la zona superior del gradiente y están constituidas mayoritariamente por VP2 
(fracciones 10-12; Figuras 15A, F). La identificación de estas bandas se realizó con sueros 
específicos α-VP2 y α-VP3. El análisis por WB muestra que la señal correspondiente a 
pVP2/VP2 es detectada en los dos tipos de estructuras (Figura 15C), pero VP3 sólo fue 
detectada en las cápsidas T=13 (Figura 15D). Las bandas de pVP2 y VP2 fueron cuantificadas 
en las fracciones 6-8 a partir de geles SDS-PAGE teñidos con azul de Coomassie. La intensidad  
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Figura 15. Análisis de las cápsidas de la población E1 de IBDV. Las cápsidas de la población E1 de 
IBDV fueron sometidas a una ultracentrifugación en gradiente de sacarosa para separar partículas con 
distinto tamaño. (A) Análisis por ME y tinción negativa de la población E1 (fracción superior del 
gradiente de CsCl). (B-D) Análisis mediante (B) SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie, (C) WB 
con α-VP2, y (D) WB con α-VP3 de las fracciones del gradiente de sacarosa  de los ensamblados de la 
población E1. La flecha superior en el gradiente indica la dirección de sedimentación. Los marcadores de 
peso molecular se indican a la izquierda en kDa.  (E-F)  Análisis por ME y tinción negativa de (E) 
fracción  6  y (F) fracción 11 del gradiente de sacarosa mostrado en (B). La barra de escala corresponde a 
100 nm. 
registrada de cada banda en cada fracción se normalizó en función de su peso molecular y se 
calculó la relación molar entre ellas. Las cápsidas T=13 (fracciones 6-8) tienen una relación 
molar pVP2:VP2 de 1:1. Estos resultados indican un procesamiento incompleto en las cápsidas 
T=13 de la población E1 ya que están ensambladas de forma equimolar a partir de pVP2 y VP2. 
Además, la capa de densidad adyacente a la superficie interna de la cápsida T=13 está formada 
por VP3, sugiriendo que VP3 continúa ejerciendo su función de andamiaje, en línea con 
trabajos previos de nuestro grupo (Luque et al., 2007; Saugar et al., 2010; Saugar et al., 2005).  
Estos resultados demuestran el papel de proteína de andamiaje de VP3 in situ. Por tanto, las 
cápsidas T=13 de la población E1, aunque sean ensamblados abortivos, representan un estadío 
intermedio de maduración y ensamblaje de la cápsida de IBDV o, lo que es lo mismo, un 
estadío próximo a la procápsida de IBDV. 
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4.1.4 Criomicroscopía tridimensional de cápsidas T=13 de la población E1 
La obtención de fracciones enriquecidas en cápsidas T=13 de la población E1 permitió llevar a 
cabo una caracterización estructural en mayor detalle de la función de andamiaje de VP3 
durante el ensamblaje. Las fracciones enriquecidas en cápsidas T=13 fueron vitrificadas y 
analizadas mediante criomicroscopía electrónica (crioME). La inspección visual de las 
imágenes de crioME mostró dos poblaciones de cápsidas T=13 diferenciadas en cuanto a su 
densidad; se diferencian partículas con una región central de baja densidad y con un 
engrosamiento irregular de la envuelta proteica viral, denominadas cápsidas E1-1 (Figura 16A, 
flechas rojas), y partículas con una densidad interna más elevada y distribuida 
homogéneamente, denominadas cápsidas E1-2 (Figura 16A, flechas azules), como se había 
visualizado previamente en las imágenes de crioTE (Figura 12A). 
 
Se seleccionaron 5,565 partículas E1-1 y 6,565 partículas E1-2 y fueron analizadas mediante 
una clasificación 3D dentro del paquete de programas de Relion (Scheres, 2012b) utilizando 
como modelo inicial un mapa de IBDV (Saugar et al., 2005). Como resultado se obtuvieron dos 
clases mayoritarias de cápsidas T=13 para cada conjunto de partículas. A continuación, las 
cuatro clases de partículas fueron evaluadas mediante una clasificación 2D para confirmar su 
asignación como E1-1 o E1-2 mediante la inspección visual de las imágenes promedio 
generadas. Los dos nuevos grupos de partículas E1-1 y E1-2 fueron evaluados mediante una 
nueva clasificación 3D que resultó en dos 3DRs para las partículas E1-1 y otros dos mapas para 
las partículas E1-2. 
 
El análisis de los mapas tridimensionales de la población E1 mostró diferencias significativas en 
cuanto a la organización de su contenido interno que, teniendo en cuenta los análisis 
bioquímicos y por crioET de la población E1, se corresponde con la proteína VP3 (Figuras 16B-
D). El nivel de organización de la capa de densidad subyacente a la cápsida T=13 es distinto en 
las dos 3DRs de las partículas E1-1 (denominadas E1-1A, que incluyen 2,095 partículas, y E1-
1B, que incluyen 2,027 partículas), debido a las conexiones entre ambas capas proteicas, siendo 
mucho más numerosas e intensas en la clase E1-1A que en la clase E1-1B (Figuras 16B, C). El 
análisis de los perfiles radiales de distribución de densidad de las 3DRs confirmó estos 
resultados (Figura 16E, líneas roja y verde), y el grosor de la capa de VP3 es ~4 nm. Sin 
embargo, los mapas derivados de las partículas E1-2 son indistinguibles respecto a su contenido 
interno, por lo que se combinaron en un único mapa con 2,377 partículas (Figura 16D). En el 
mapa E1-2 la densidad interna tiende a estar homogéneamente distribuida en el volumen interior 
en lugar de localizarse en una capa definida (Figura 16E, línea azul). Las resoluciones obtenidas 
para las partículas E1-1A, E1-1B y E1-2 mediante el cálculo de la función FSC fueron de 29.4, 
23.6 y 24.4 Å (a 0.5) y 28.2, 20.6 y 23.8 Å (a 0.3), respectivamente (Figura 17). 
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Figura 16. CrioME y 3DRs de cápsidas T=13 de la población E1 de IBDV. (A) Criomicrografía 
electrónica de la población E1 de IBDV enriquecida en cápsidas T=13. Las flechas rojas indican 
partículas con un aspecto vacío y un engrosamiento de la envuelta proteica viral (cápsidas E1-1) y las 
flechas azules indican partículas con un aspecto homogéneo (cápsidas E1-2). La barra de escala 
corresponde a 100 nm. (B, C) 3DRs de las dos clases de cápsidas E1-1 mostrando las superficies interna 
(izquierda) y externa (derecha), vistas desde un eje de simetría icosaédrica de orden 2, constituidas por 
(B) cápsidas E1-1A (con numerosas conexiones entre pVP2/VP2 y VP3) y (C) cápsidas E1-1B (con 
menos conexiones). (D) 3DR de cápsidas E1-2.  Las superficies interna y externa se muestran coloreadas 
radialmente de amarillo a naranja (desde el exterior hacia el interior) y a un umbral de 1.25 σ sobre la 
densidad media, excepto el cuadrante inferior derecho de las superficies internas que se muestra a un 
umbral de 0.75 σ. La barra de escala corresponde a 10 nm. (E) Plot de densidad radial de las cápsidas E1-
1A (rojo), E1-1B (verde), y E1-2 (azul). Como control se incluye el de viriones de IBDV (negro) (Saugar 
et al., 2005). 
 
 
Figura 17. Resolución de las 3DRs de las 
cápsidas T=13 de la población E1 de IBDV. 
Determinación de la resolución mediante FSC de 
las 3DRs de las cápsidas E1-1A (rojo), E1-1B 
(verde) y E1-2 (azul). Las líneas discontinuas 
negras representan valores de FSC iguales a 0.5 y 
0.3. Los valores de resolución fueron 29.4, 23.6 y 
24.4 Å (FSC 0.5) y 28.2, 20.6 y 23.8 Å (FSC 0.3) 
para las cápsidas E1-1A, E1-1B y E1-2, 
respectivamente. 
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Estos resultados indican que las cápsidas de la población E1 están constituidas por, al menos, 
tres poblaciones diferenciables en cuanto al nivel de organización de la capa de densidad 
constituida por la proteína VP3. En la clase E1-1A, VP3 se organiza en una capa definida, 
inmediatamente subyacente a la cápsida T=13, y existen numerosas conexiones entre ambas. En 
la clase E1-1B, las conexiones entre las capas de pVP2/VP2 y VP3 han disminuido y el nivel de 
organización de la capa de VP3 es menor. Ambas clases son observadas como cápsidas T=13 
con un engrosamiento de la envoltura proteica. Sin embargo, en la clase E1-2 apenas se detectan 
estas conexiones y la densidad correspondiente a VP3 se observa homogéneamente distribuida 
en el interior de la cápsida T=13 con una baja densidad. 
 
El análisis de secciones centrales y de las reproyecciones bidimensionales generadas a partir de 
los mapas E1-1A, E1-1B y E1-2 (filtrados a la misma resolución de ~30 Å) mostró estas 
diferencias en la organización del volumen interno (Figura 18). Para definir los puntos de 
conexión entre pVP2/VP2 y VP3, se eliminó computacionalmente las densidades internas de las 
distintas cápsidas T=13. Para ello, se aplicaron máscaras generadas mediante la simetrización de 
la subunidad asimétrica de la cápsida T=13 (constituida por 13 moléculas de VP2) después de 
ser ajustada en cada mapa de densidad. Como control interno se realizaron las mismas 
manipulaciones computacionales sobre el mapa de IBDV usado como modelo inicial. Las 
reproyecciones bidimensionales de las 3DRs que incluyen únicamente la cápsida T=13 
mostraron un aspecto muy similar (Figuras 18E-H). Sin embargo, las reproyecciones 
bidimensionales de las 3DRs que incluyen la capa de VP3 con distintas organizaciones son 
equivalentes a las imágenes de crioME originales, con una capa de densidad localizada muy 
próxima a la cápsida T=13 (correspondiente a las cápsidas E1-1A y E1-1B), o con una 
distribución homogénea (correspondiente a la cápsida E1-2) (Figuras 18I-L). 
 
El análisis en detalle de la cápsida E1-1A nos permitió determinar las conexiones entre la cara 
interna de la cápsida T=13 de pVP2/VP2 y la superficie externa de la capa de densidad de VP3 
(Figura 19A, rojo). Las zonas de conexión se localizan en el centro de las posiciones 
pentaméricas y, en mayor medida, en los monómeros de VP2 que constituyen los hexámeros, 
En particular en ocho subunidades de VP2 (A, B, E, F, G, I, L y M) que conforman la subunidad 
asimétrica (Figura 19B y Figura 19C, elipse y círculos rojos). Estas conexiones entre pVP2/VP2 
y VP3 se detectaron, aunque con mucha menor intensidad, en las cápsidas E1-1B (Figura 19C, 
círculos verdes discontinuos) y, con menor intensidad aún, en las cápsidas E1-2 (Figura 19C, 
círculos azules discontinuos). La existencia de siete u ocho conexiones en cada subunidad 
asimétrica implica 420-480 conexiones/cápsida, un valor consistente con el número medio de 
moléculas de VP3/virión en las poblaciones E2-E6  (~450 copias) determinado a partir de 
muestras marcadas con Met-S
35
 (Luque et al., 2009a).  
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Figura 18. Análisis estructural comparativo de cápsidas T=13 de la población E1 de IBDV. (A-D) 
Secciones centrales de las 3DRs de las cápsidas (A) E1-1A, (B) E1-1B, (C) E1-2 y (D) viriones de IBDV 
(Saugar et al., 2005), vistas desde un eje de simetría icosaédrica de orden 2 y filtradas a 30 Å (mitad 
izquierda) y secciones de 17 Å de grosor umbralizadas a 1.25 σ sobre la densidad media (mitad derecha)   
(E-L) Reproyecciones bidimensionales de las cápsidas T=13 de (E) E1-1A, (F) E1-1B, (G) E1-2 y (H) 
viriones de IBDV, filtradas a 30 Å después de eliminar computacionalmente su contenido. (I-L) 
Reproyecciones bidimensionales de las 3DRS de (I) E1-1A, (J) E1-1B, (K) E1-2 y (L) viriones de IBDV, 
filtradas a 30 Å. 
Los resultados derivados del análisis de las cápsidas T=13 de la población E1 sugieren la 
existencia de al menos tres estadíos de maduración, en función de la organización de VP3 en el 
interior de la cápsida y de la intensidad de las conexiones entre las capas proteicas de pVP2/VP2 
y VP3.  Las cápsidas E1-1A, con contactos definidos entre pVP2/VP2 y VP3,  representarían un 
estadío temprano de ensamblaje y maduración de la cápsida en el que VP3 estabiliza o sirve de 
molde para la cápsida T=13 inestable (con baja resolución) y con una elevada proporción de 
pVP2. Probablemente la capa de VP3 no adquiere una organización icosaédrica. Las cápsidas 
E1-1B y E1-2 representarían los siguientes estadíos donde VP3 apenas está interaccionando con 
la cápsida T=13. El hecho de que la densidad de VP3 en la cápsida E1-1B se localice en una 
región claramente delimitada sugiere que, en este estadío, VP3 mantiene interacciones 
dinámicas con la cápsida T=13, mientras que  en la cápsida E1-2, VP3 se dispone “libre” en el 
volumen interior de la cápsida. 
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Figura 19. Análisis de las conexiones entre pVP2/VP2 y VP3. (A) Estructura tridimensional de la 
cápsida E1-1A. Sección central, vista desde un eje de simetría icosaédrica de orden 2 (izquierda), y 
sección de 17 Å de grosor, umbralizada a 1.25σ sobre la densidad media (derecha), donde se muestran los 
puntos de conexión entre la cápsida T=13 y la capa interna de VP3. Las flechas indican los contactos de 
la capa interna de VP3 con las subunidades de VP2 que conforman la subunidad asimétrica de la cápsida 
T=13. (B) Superficie interna de la cápsida T=13 donde se indican las conexiones entre pVP2/VP2 y VP3 
(rojo). La barra de escala corresponde a 10 nm. (C) Localización de las conexiones en la cápsida E1-1A 
entre VP3 y las subunidades de VP2 que conforman la unidad asimétrica de la cápsida T=13 de IBDV 
(círculos y elipse rojos). También se indican los vestigios de las conexiones en las cápsidas E1-1B 
(círculo discontinuo verde) y E1-2 (círculo discontinuo azul). Se muestra un esquema de la unidad 
asimétrica (A-L) donde se indica las subunidades que interaccionan con VP3 (rojo) (esquina superior 
derecha). 
4.2 Análisis de la funcionalidad de las RNPs de IBDV 
4.2.1 Obtención y purificación del complejo VPg-dsRNA en condiciones nativas 
La proteína VP3 se encuentra homogéneamente unida de manera no covalente a lo largo de la 
doble hélice del dsRNA genómico formando RNPs. La diálisis de viriones de IBDV frente a un 
tampón de baja fuerza iónica y a pH básico (tampón Tris-EDTA: 5 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM 
EDTA) conlleva la ruptura o desensamblaje de la cápsida viral y la liberación del contenido 
genómico en forma de RNPs, sin comprometer la actividad de síntesis de RNA de la polimerasa 
viral VP1/VPg asociada a las RNPs (Luque et al., 2009b). Como continuación de estos análisis, 
nos propusimos caracterizar el papel VP3 en la funcionalidad de las RNPs, por lo que nos 
planteamos la extracción de VP3  en condiciones nativas. La purificación de RNPs se realizó 
mediante ultracentrifugación en gradientes discontinuos de glicerol, y se analizó en geles de 
agarosa en presencia de 0.1% SDS teñidos con BrEt y en geles SDS-PAGE y WB con 
anticuerpos α-VP3 (Figura 20A). La obtención de RNPs desprovistas de VP3, denominado 
complejo VPg-dsRNA, se había realizado previamente en condiciones desnaturalizantes 
mediante diálisis de IBDV frente a tampón Tris-EDTA en presencia de 0.1% SDS (Figura 20B). 
A diferencia de las RNPs o el propio virus, este complejo VPg-dsRNA es inactivo en ensayos 
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de actividad de síntesis de RNA en presencia de [
32
P]-UTP, al igual que dsRNA purificado de 
IBDV (sin VP1/VPg) (Luque et al., 2009b). 
 
Para la obtención del complejo VPg-dsRNA en condiciones nativas, RNPs purificadas fueron 
dializadas frente a tampones con distintos pH: 50 mM glicina pH 8, 1 M NaCl, 5 mM EDTA 
(Figura 20C); 50 mM glicina pH 9, 1 M NaCl, 5 mM EDTA (Figura 20D); 50 mM Na2CO3 pH 
10, 5 mM EDTA, 1 M NaCl (Figura 20E); y 50 mM Na2CO3 pH 11, 5 mM EDTA, 1 M NaCl 
(Figura 20F). Asimismo, las RNPs purificadas fueron dializadas frente al tampón 50 mM 
Na2CO3 pH 10, 5 mM EDTA con distintas concentraciones salinas: 0 M NaCl (Figura 20G),  
0.25 M NaCl (Figura 20H), 0.5 M NaCl (Figura 20I) y 0.75 M NaCl (Figura 20J). La diálisis 
frente al tampón 50 mM Na2CO3, 5 mM EDTA, 1 M NaCl pH 10/11 fue seleccionada para la 
purificación del complejo VPg-dsRNA (Figura 20E), ya que es el método más suave y 
reproducible que favorece la separación más eficiente de VP3 (detectada en las fracciones 
superiores del gradiente de glicerol, fracciones 17-20) del complejo VPg-dsRNA (fracciones 9-
15). El análisis mediante electroforesis en geles de agarosa (en presencia de 0.1% SDS) mostró 
una movilidad electroforética similar del complejo VPg-dsRNA y de las RNPs (Figura 20K, 
carriles 2 y 3), con un ligero retardo en relación al dsRNA viral purificado (Figura 20K, carril 
1). 
 
Las fracciones del gradiente de glicerol fueron analizados mediante SDS-PAGE en geles 
discontinuos 6-11% y WB con anticuerpos α-VP1 (Figura 20L). Los geles fueron 
electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa directamente (Figura 20L, arriba), o tratados 
previamente con RNasa A para degradar el dsRNA y favorecer la transferencia de VPg (Figura 
20L, centro). Asimismo, se hizo un seguimiento de la presencia de VP1 en todas las fracciones 
del gradiente (Figura 20L, abajo). Mientras que VPg (con una limitada movilidad 
electroforética; ver Figura 11C) comigra con el dsRNA (fracciones 13-15), VP1 se encuentra en 
las fracciones superiores del gradiente, incluyendo las fracciones 13-15, lo que indica la 
presencia de VP1 y VPg en los complejos purificados de VPg-dsRNA. Por tanto, los complejos 
VPg-dsRNA han sido desprovistos de la mayor parte de su contenido en VP3, pero contienen 
una cantidad significativa de VP1. 
 
4.2.2 Caracterización bioquímica y funcional del complejo VPg-dsRNA 
Los complejos VPg-dsRNA obtenidos en condiciones nativas mediante diálisis de RNPs frente 
al tampón 50 mM Na2CO3 pH 10, 1 M NaCl, 5 mM EDTA o frente a tampón 50 mM Na2CO3 
pH 11, 1 M NaCl, 5 mM EDTA fueron reconstituidos con VP3. Para ello se llevó a cabo la 
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Figura 20. Determinación de las condiciones óptimas para la purificación de complejos nativos de 
VPg-dsRNA. (A) Análisis mediante electroforesis en geles de agarosa teñidos con BrEt (arriba) o SDS-
PAGE y WB con anticuerpos -VP3 (abajo) de las fracciones (1-20) de los gradientes discontínuos de 
glicerol correspondientes a la purificación de RNPs. (B) Análisis equivalente correspondiente a la 
purificación de VPg-dsRNA en condiciones desnaturalizantes. (C-F) Análisis equivalente de RNPs 
sometidas a diálisis frente a tampones conteniendo 5 mM EDTA y 1 M NaCl a (C) pH 8, (D) pH 9, (E) 
pH 10 y (F) pH 11, para obtener complejos nativos de VPg-dsRNA. (G-J) Análisis equivalente de RNPs 
sometidas a diálisis frente al tampón 50 mM Na2CO3 pH 10, 5 mM EDTA y concentraciones salinas de  
(G) 0 M, (H) 0.25 M, (I) 0.5 M y (J) 0.75 M NaCl. para obtener complejos nativos de VPg-dsRNA. (K) 
Análisis en geles de agarosa desnaturalizantes y tinción con BrEt de (1) dsRNA de IBDV, (2) RNPs, y (3) 
VPg-dsRNA obtenido en condiciones nativas 50 mM Na2CO3 pH 10, 1 M NaCl, 5 mM EDTA (como en 
E). (L) Análisis mediante SDS-PAGE (6-11%) y WB con anticuerpos -VP1 de las fracciones (1-20) de 
los gradientes discontínuos de glicerol correspondientes a la purificación de VPg-dsRNA (como en E). 
Para la detección de VPg, la transferencia se hizo directamente (arriba), o después de incubar el gel con 
RNasa A (centro). La detección de VP1 se realizó a partir de geles SDS-PAGE al 11% y WB con 
anticuerpos -VP1 (abajo). La flecha superior indica la dirección de sedimentación. 
titulación de VPg-dsRNA con HT-VP3 (Ferrero et al., 2015a; Garriga et al., 2007), previamente 
purificada mediante cromatografía de afinidad (apartado 3.4.6) a partir de células BSC-40 
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infectadas con el rVV HT-VP3 (moi 2-5 pfu/cel) y recogidas a las 48 hpi (Figura 21, carril 1). 
La unión de HT-VP3 al complejo VPg-dsRNA se determinó mediante ensayos de retardo de 
movilidad electroforética (EMSA) en geles nativos de agarosa. 
 
El número medio de moléculas de VP3/virión que presentan las poblaciones E2-E6 de IBDV es 
de ~450 copias (Luque et al., 2009a) que, en el caso de las poblaciones mayoritarias que 
contienen cuatro segmentos (E5-E6), equivale a ~112 moléculas de VP3 por segmento de 
dsRNA. A partir de esta estimación, los complejos VPg-dsRNA nativos fueron incubados 
durante 30 min a 21 ºC con HT-VP3 en relaciones molares dsRNA:HT-VP3 de 1:125,  1:250 y 
1:500. Los productos resultantes fueron analizados mediante EMSA en geles nativos de agarosa 
y tinción con BrEt o WB con anticuerpos α-VP3 (Figuras 21A, B). Los complejos VPg-dsRNA 
obtenidos tras diálisis a pH 10 (Figura 21, carril 1) o pH 11 (Figura 21, carril 7) son 
reconstituidos gradualmente tras incubación con cantidades crecientes de VP3 (Figura 21, 
carriles 3-5, y carriles 8-10), y muestran una movilidad electroforética similar a la de las RNPs 
(Figura 21, carril 6) después de la incubación con VP3 a una relación molar 1:500. 
 
 
 
 
Figura 21. Reconstitución de VPg-dsRNA 
con HT-VP3. Análisis mediante ensayos de 
retardo de movilidad electroforética (EMSA) en 
geles nativos de agarosa y (A) tinción con BrEt  
o (B) WB con anticuerpos α-VP3. (1) Fracción 
de HT-VP3 purificada; (2-5) VPg-dsRNA 
obtenido mediante diálisis de RNPs frente al 
tampón a pH 10 incubado con HT-VP3 en 
relaciones molares dsRNA:HT-VP3 de (2) 1:0, 
(3) 1:125,  (4) 1:250 y (5) 1:500; (6) control de 
RNPs; (7-10) VPg-dsRNA obtenido mediante 
diálisis de RNPs frente al tampón a pH 11 
incubado con HT-VP3 en relaciones molares 
dsRNA:HT-VP3 de (7) 1:0, (8) 1:125,  (9) 
1:250 y (10) 1:500. 
A continuación nos propusimos determinar si las RNPs reconstituidas mostraban la actividad de 
síntesis de RNA observada previamente en las RNPs purificadas a partir de los viriones de 
IBDV. La funcionalidad de los complejos VPg-dsRNA reconstituidos con HT-VP3 fue 
evaluada en presencia de [
32
P]-UTP siguiendo las condiciones óptimas para la actividad RNA 
polimerasa RNA dependiente asociada a las partículas virales (Spies et al., 1987), y de la misma 
manera que se realizó previamente en nuestro laboratorio (Luque et al., 2009b). Tras eliminar 
los nucleótidos no incorporados, los productos de reacción fueron analizados mediante 
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electroforesis en geles nativos de agarosa y autorradiografía (Figura 22A). En las reacciones 
correspondientes al complejo VPg-dsRNA reconstituido con HT-VP3 en una relación molar 
dsRNA:HT-VP3 de 1:250 o 1:500, al igual que con las partículas virales o las RNPs, (Figura 
22A) se detectó la presencia de bandas marcadas radiactivamente con una acumulación de señal 
radioactiva a lo largo del tiempo. Las reacciones con viriones, RNPs y VPg-dsRNA 
reconstituido (relación 1:500) presentan una curva similar de incorporación de nucleótido 
marcado (Figura 22B). Por el contrario, en las reacciones llevadas a cabo con complejo VPg-
dsRNA no reconstituido o reconstituido con una relación molar dsRNA:HT-VP3 1:125 no se 
detecta incorporación de nucleótido marcado (Figura 22). El complejo VPg-dsRNA 
reconstituido con una relación 1:250 presenta una curva intermedia entre ambos. 
 
 
Figura 22. Caracterización funcional de RNPs reconstituidas. (A) Autorradiografías del análisis de los 
productos de reacción derivados del ensayo de actividad RNA polimerasa a distintos tiempos (0, 60 y 120 
min) de un experimento individual de: (1) IBDV; (2) RNPs; (3) VPg-dsRNA; (4) VPg-dsRNA + HT-VP3 
1:250; (5) VPg-dsRNA + HT-VP3 1:500. (B) Valores de actividad RNA polimerasa determinados 
mediante la incorporporación de [32P]-UTP de IBDV (azul), RNPs (rojo), VPg-dsRNA (verde), VPg-
dsRNA + HT-VP3 1:125 (morado), VPg-dsRNA + HT-VP3 1:250 (azul cian) y VPg-dsRNA + HT-VP3 
1:500 (naranja). Cada medida corresponde al promedio de la cuantificación de tres ensayos 
independientes normalizados asumiendo como 100% de actividad la máxima señal detectada. Las barras 
verticales indican la desviación estándar de cada valor.  
 
Estos resultados sugieren que el complejo VPg-dsRNA obtenido en condiciones nativas 
interacciona de manera efectiva con una forma recombinante de VP3 (tras incubación a una 
relación molar dsRNA:HT-VP3 de 1:500) para reconstituir moléculas similares a las RNPs 
originales que son funcionalmente competentes para la síntesis de RNA en ausencia de VP2 y 
una cápsida estructuralmente íntegra. 
 
4.2.3 Caracterización de la infectividad de las RNPs nativas y reconstituidas  
Adicionalmente, se evaluó la capacidad infectiva de las RNPs y de los complejos VPg-dsRNA 
reconstituidos con distintas relaciones molares de VP3. Para ello, células aviares QM7 fueron 
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transfectadas con las distintas muestras manteniendo constante la cantidad de dsRNA (apartado 
3.3.5). Cuando el efecto citopático era visible sobre las células, los sobrenadantes fueron 
titulados mediante ensayo de formación de placa a las 48 hpi (Figura 23A) y el extracto celular 
fue analizado mediante SDS-PAGE y WB con anticuerpos α-VP2 (Figura 23B) o WB con 
anticuerpos α-VP4 (Figura 23C). 
 
Los resultados mostraron que el complejo VPg-dsRNA por sí solo no es infectivo (título viral de 
0 pfu/ml) (Figura 23A) y las células transfectadas no muestran expresión de VP2 y/o VP4  
(Figuras 23B, C, carril 3). Por el contrario, la reconstitución gradual del complejo VPg-dsRNA 
con HT-VP3 recombinante resultó en un incremento gradual de los títulos virales (10
2
-10
3
 
pfu/ml), y la expresión de VP2 y VP4 fue clara con los complejos VPg-dsRNA reconstituidos 
en una relación molar dsRNA:HT-VP3 de 1:500 (Figuras 23B, C, carril 6) como consecuencia 
de la generación de viriones funcionalmente competentes. Las RNPs fueron evaluadas siguiendo 
el mismo protocolo y mostraron títulos virales de 10
4
 pfu/ml, y expresiones de VP2 y VP4  
similares a los conseguidos con el complejo VPg-dsRNA completamente reconstituido con HT-
VP3 (Figuras 23B, C, carril 7). Como control positivo se infectaron células QM7 con IBDV a 
una moi equivalente a la cantidad de dsRNA empleado en las transfecciones y se obtuvieron 
títulos virales (10
7
 pfu/ml) y expresiones mayores de VP2 y VP4 (Figuras 23B, C, carril 8). 
Como controles negativos, las RNPs e IBDV fueron sometidos a inactivación térmica y al 
tratamiento con RNasa III (que degrada dsRNA de forma específica, apartado 3.3.5), siendo 
únicamente infectivo IBDV incubado con RNasa III, debido a la protección de las RNPs por 
parte de la cápsida. 
 
 
Figura 23. Análisis de la infectividad de las RNPs y 
los complejos VPg-dsRNA. (A) Titulación mediante 
ensayo de formación de placa a las 48 hpi de los 
sobrenadantes obtenidos tras la transfección de células 
QM7 con  las distintas muestras indicadas. Cada valor 
corresponde al promedio de los valores de pfu/ml 
obtenidos en tres experimentos independientes. (B, C) 
Análisis mediante SDS-PAGE y (B) WB con 
anticuerpos α-VP2 o (C) WB con anticuerpos α-VP4 de 
los extractos de células QM7 transfectadas con (1) 
control de células QM7 sin transfectar; (2) tampón 50 
mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl; (3) VPg-dsRNA; (4) 
VPg-dsRNA + HT-VP3 (relación 1:125); (5) VPg-
dsRNA + HT-VP3 (relación 1:250); (6) VPg-dsRNA + 
HT-VP3 (relación 1:500); (7) RNPs; (8) control de 
infección con IBDV. Las flechas indican las proteínas 
estructurales pVP2, VP2 y VP4. 
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Por tanto, las RNPs de IBDV, así como el complejo VPg-dsRNA reconstituido con VP3 
recombinante, además de ser funcionalmente competentes para la síntesis de RNA en ausencia 
de VP2, también generan una progenie viral competente en células transfectadas. 
 
4.3 Análisis estructural de RNPs de IBDV 
4.3.1 Caracterización estructural de RNPs de IBDV por microscopía electrónica y 
tinción negativa 
Las RNPs de IBDV purificadas mediante ultracentrifugación en gradientes discontinuos de 
glicerol fueron sometidas a un gradiente consecutivo en las mismas condiciones que el anterior 
(apartado 3.4.3). Las fracciones 6-7 del segundo gradiente de glicerol fueron analizadas 
mediante ME y tinción negativa con acetato de uranilo al 2% (Figura 24A). Las RNPs se 
resuelven individualmente y tienen una estructura de aspecto filamentoso (Figura 24A), con 
posibles patrones helicoidales en algunas regiones del filamento (Figura 24A, recuadros 1-5). 
Los filamentos individuales de RNPs tienen una longitud media de 0.89±0.03 y 0.78±0.03 µm y 
un diámetro de ~30-40 nm. 
 
A partir de estas imágenes de los filamentos teñidos negativamente, se seleccionaron 19,826 
segmentos individuales, solapantes entre sí, y fueron extraídos con distintas longitudes (desde 
6.5 a 27.5 nm) con el objetivo de determinar la estructura repetitiva de la hipotética red 
helicoidal. Las imágenes bidimensionales medias calculadas mostraron una elevada 
heterogeneidad de los filamentos de RNPs (Figura 24B). Considerando las dimensiones del 
dsRNA, VP3 y las estructuras filamentosas, se estimaron distintos parámetros de elevación axial 
y ángulo de rotación para algunas de las imágenes medias (por ejemplo, la primera imagen de la 
Figura 24B). La 3DR de los filamentos de RNPs se realizó siguiendo el algoritmo de 
refinamiento iterativo de reconstrucción helicoidal en espacio real (IHRSR) (Egelman, 2010) 
(apartado 3.7.5). Como referencia inicial para la determinación del origen y orientación de las 
partículas se usó un volumen cilíndrico con las dimensiones del filamento de RNPs. Partiendo 
de los distintos parámetros estimados para la hélice de RNPs el algoritmo IHRSR no converge a 
un valor estable en ninguno de los casos (no mostrado). 
 
El análisis de las RNPs de IBDV mediante inmunomarcaje con sueros policlonales α-VP3 y α-
VP1 (Figura 25) y tinción negativa reveló la distribución homogénea de VP3 a lo largo de los 
filamentos y la localización de VP1/VPg en los extremos de los filamentos. 
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Figura 24. Análisis estructural de RNPs de IBDV. (A) Análisis mediante ME y tinción negativa de 
RNPs obtenidas mediante diálisis de IBDV frente a tampón de baja fuerza iónica Tris-EDTA y 
purificadas mediante ultracentrifugación en dos gradientes discontinuos de glicerol consecutivos. Los 
recuadros interiores 1-5 corresponden a segmentos de filamentos de RNPs que muestran un patrón con 
posibles características helicoidales. La barra de escala corresponde a 100 nm. (B) Clases medias 
bidimensionales representativas obtenidas mediante alineamiento y promediado de segmentos solapantes 
derivados de los filamentos de RNPs. 
 
Figura 25. Caracterización de RNPs de IBDV por inmunomarcaje. Análisis por ME mediante 
inmunomarcaje con (A) sueros policlonales α-VP3 y (B-D) α-VP1 y partículas de oro coloidal de 5 nm de 
diámetro y tinción negativa de RNPs obtenidas mediante diálisis de IBDV frente a tampón Tris-EDTA y 
purificadas mediante ultracentrifugación en dos gradientes discontinuos de glicerol. La barra de escala 
corresponde a 100 nm. 
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4.3.2 Caracterización estructural de RNPs de IBDV por criomicroscopía 
electrónica 
Las RNPs de IBDV analizadas por ME y tinción negativa o por inmunomarcaje (Figuras 24 y 
24) también fueron vitrificadas y analizadas mediante crioME (Figura 26A). En las 
criomicrografías electrónicas es posible visualizar filamentos individuales, al igual que se 
observan en otras preparaciones de virus que han liberado su genoma. Se seleccionaron un total 
de 307 segmentos no solapantes a partir de filamentos rectos de RNPs. La imagen media 
bidimensional resultante (Figura 26A, recuadro) reveló un aspecto de cuentas sobre una cuerda 
que se corresponde con las densidades de VP3 unida no covalentemente sobre el filamento de 
dsRNA con una separación media de ~71 Å entre densidades adyacentes (Figura 26B). Los 
valores medios del diámetro de los filamentos fueron de 47 y 35 Å, correspondientes a las zonas 
de mayor y menor densidad (Figura 26C). 
 
Considerando que el dsRNA es una estructura dúplex de tipo A con un paso de rosca o pitch de 
2.81-3.0 Å/pb (Arnott et al., 1972; Nibert y Schiff, 2001), la longitud de los segmentos A 
(3.2kb) y B (2.8 kb) es de 0.9-0.96 y 0.79-0.84 m, respectivamente. Estas mediciones se 
ajustan a los valores estimados a partir de imágenes de ME por tinción negativa de 0.89±0.03 y 
0.78±0.03 µm (Figura 24).  Por otra parte, los virus de las poblaciones E5-E6 contienen cuatro 
RNPs (~12kb) (Luque et al., 2009a) recubiertas homogéneamente por ~450 moléculas de VP3 
(Luque et al., 2009b). Asumiendo que la mayor parte de las moléculas de VP3 están unidas al 
dsRNA viral, los filamentos de las RNPs (donde VP3 no introduce compactación del genoma)  
contienen una molécula de VP3 cada 26 pb o, lo que es lo mismo, cada ~73 Å, un valor 
consistente con el determinado experimentalmente por ME de  ~71 Å (Figura 26B). 
 
En conjunto, los análisis estructurales  mediante ME y crioME sugieren que las RNPs de IBDV 
son estructuras filamentosas sin simetría helicoidal recubiertas homogéneamente por 
monómeros de VP3 con una separación de ~71 Å entre moléculas adyacentes. 
 
4.3.3 Caracterización estructural de extremos de RNPs por microscopía 
electrónica 
Las imágenes de RNPs purificadas mediante ultracentrifugación en gradientes discontinuos de 
glicerol y analizadas por ME y tinción negativa muestran que la mayoría de los extremos de los 
filamentos tiene una densidad extra que, en principio, se correspondería con VPg. Para 
analizarlo en detalle, fueron seleccionados un total de 196 filamentos individuales de RNPs en 
los que ambos extremos pueden ser unidos sin ambigüedades (Figura 27A, círculos rojos). 
Algunas imágenes individuales de los extremos de las RNPs sugerían la presencia de una o dos  
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Figura 26. Análisis estructural por crioME de RNPs de IBDV. (A) Criomicrografía electrónica de 
RNPs de IBDV. La barra de escala corresponde a 25 nm. El recuadro corresponde a la imagen media 
bidimensional obtenida mediante alineamiento y promediado de 307 segmentos de filamentos rectos de 
RNPs. (B) Plot de distribución de densidades en el eje axial de la imagen media de los filamentos de 
RNPs. La distancia media entre los máximos de densidad es ~71 Å. (C) Plot de distribución de 
densidades en el eje transversal de la imagen media de los filamentos de RNPs. Las zonas de menor 
densidad (línea roja) se corresponden a dsRNA sin VP3 y las zonas de mayor densidad (línea negra) a 
RNPs. Las flechas indican valores medios de ~35 y ~47 Å, respectivamente. 
densidades (Figura 27B). El análisis de las imágenes medias bidimensionales de los extremos 
mostró la existencia de extremos con una densidad semicircular de dimensiones 9.4x7.2 nm, o 
dos densidades de 6.2x8.1 y 6.6x8.2 nm (Figura 27C) que se deben corresponder con moléculas 
de VP1/VPg. El análisis estadístico de las 196 RNPs indica que el 15% tiene una molécula de 
VP1/VPg en cada extremo (disposición “1+1”), el 65% tiene una molécula en un extremo y dos 
en el extremo contrario (“1+2”), y el 20% restante tiene dos moléculas en cada extremo (“2+2”) 
(Figura 27D).  
 
Estos resultados sugieren la presencia de al menos una molécula de VPg (VP1 unida 
covalentemente al dsRNA) en cada extremo 5  ´de las moléculas de dsRNA en cada RNP. Es  
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Figura 27. Caracterización estructural de los extremos de RNPs de IBDV. (A) Análisis mediante ME 
y tinción negativa de RNPs obtenidas mediante diálisis de IBDV frente a tampón Tris-EDTA. La barra de 
escala corresponde a 100 nm. Los círculos rojos indican los dos extremos de cada RNP individual 
incluida en el análisis estadístico. (B) Imágenes individuales de extremos seleccionados donde se aprecia 
una o dos densidades circulares. (B) Clases medias bidimensionales obtenidas mediante alineamiento y 
promediado de los 392 extremos de RNPs incluidos una o dos densidades correspondientes a moléculas 
de VP1/VPg. (D) Análisis estadístico de los dos extremos de cada RNP (N= 196). La disposición “1+1 
indica una molécula de VP1/VPg en cada extremo; la disposición “1+2” una molécula en un extremo y 
dos en el otro; y la disposición “2+2”, dos moléculas en cada extremo. 
interesante destacar que estas RNPs, son purificadas en condiciones no desnaturalizantes y que 
son funcionalmente activas. Las RNPs de tipo “1+2” ó “2+2” representan el 85% de la 
población total, lo que implica que más de la mitad de los extremos analizados contienen, 
además de VPg, posiblemente otra molécula de VP1 ya que ambas densidades tienen un tamaño 
y morfología similares. 
 
4.3.4 Microscopía electrónica tridimensional de VP1  
Para identificar si las densidades detectadas en los extremos de las RNPs se corresponden con 
VP1/VPg, procedimos a analizar VP1 purificada mediante ME y tinción negativa, aunque se 
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dispone de la estructura atómica de la VP1 de IBDV (código de acceso PDB: 2PUS; Garriga et 
al., 2007). Células H5 fueron infectadas con el rBV HT-VP1 (moi 1-5 pfu/cel) y recogidas a 48 
hpi. HT-VP1 purificada mediante cromatografía de afinidad por el tag de His (apartado 3.4.6) 
fue analizada por ME y tinción negativa (Figura 28A). El análisis de las imágenes medias 
bidimensionales mostró distintas orientaciones de HT-VP1 (Figura 28B), y se seleccionaron 
40,000 partículas de las 113,433 originales. La 3DR de HT-VP1 (Figura 28D) fue calculada 
utilizando como modelo inicial un mapa de ruido y la resolución obtenida mediante el cálculo 
de la función FSC (a 0.5) fue de 16 Å. El modelo calculado a partir de muestras de VP1 teñidas 
negativamente es muy similar al modelo atómico de VP1 filtrado a 20 Å de resolución (Figura 
28C). Las dimensiones de ambas estructuras, 6x6.4x8.7 nm para el modelo de ME y 
6.2x6.5x8.8 nm para el modelo atómico, son prácticamente idénticas. 
 
El ajuste cuantitativo del modelo atómico de VP1 como un cuerpo rígido en el mapa de 
densidad obtenido mediante el uso del programa Chimera mostró un porcentaje de ajuste del 
95% (Figura 28E). La estructura de ME consiste en una superficie anular que se corresponde 
con los dominios amino terminal, la palma y los dedos internos. A ambos extremos del anillo y 
perpendiculares a su superficie se extienden dos protrusiones paralelas entre sí que se 
corresponden con los dominios de los dedos externos y el pulgar (Figuras 28D, E). 
 
Figura 28. Análisis estructural de VP1 mediante ME y tinción negativa. (A) Análisis por ME y 
tinción negativa de HT-VP1 procedente de células H5 infectadas con el rBV HT-VP1. La barra de escala 
corresponde a 50 nm. (B) Clases medias bidimensionales representativas de una vista lateral (fila 
superior), vista superior (fila intermedia) y vista inferior (fila inferior), obtenidas mediante alineamiento y 
promediado de todas las partículas de VP1. (C) Modelo atómico de VP1 de IBDV (Código de acceso 
PDB: 2PUS; Garriga et al., 2007) filtrado a 20 Å de resolución. (D) Vistas lateral (arriba), superior 
(centro) e inferior (abajo) de la 3DR de VP1. (E) Ajuste del modelo atómico de VP1 de IBDV como un 
cuerpo rígido sobre el mapa de densidad obtenido por ME. (C, D) Las barras de escala corresponden a 20 
Å. 
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4.3.5 Microscopía electrónica tridimensional de extremos de RNPs de IBDV 
Una vez determinada la estructura de VP1 mediante ME y tinción negativa, procedimos al 
análisis de los extremos de las RNPs, seleccionándolos como partículas individuales, 
independientemente de que ambos extremos fueran trazables de RNPs individuales (Figura 
29A, círculos rojos y amarillos). A partir de la inspección de sus imágenes medias 
bidimensionales (como en la Figura 27B), se seleccionaron 10,747 extremos con una molécula 
de VP1/VPg. La 3DR de los extremos con una molécula de VP1/VPg fue calculada utilizando 
como modelo inicial un mapa de ruido y la resolución obtenida mediante el cálculo de la 
función FSC (a 0.5) fue de 25.6 Å (Figuras 29B-D). El modelo calculado para la densidad de los 
extremos de las RNPs y el mapa de densidad de VP1 calculado previamente son consistentes 
entre sí ya que muestran similares características estructurales, y se ajustan con bastante 
exactitud (Figura 29B). Asimismo, el modelo atómico de VP1 (PDB: 2PUS; Garriga et al., 
2007) fue ajustado como un cuerpo rígido sobre el mapa de densidad obtenido (Figura 29C). El 
conjunto de estos análisis estructurales, en combinación con los estudios de inmunomarcaje y 
los análisis bioquímicos previos, indican que la densidad de los extremos de las RNPs se 
corresponde con VPg. La representación del mapa de densidad a 2σ respecto a la densidad 
media (Figura 29D) sugiere el punto de conexión de la polimerasa viral con el inicio del 
filamento de RNP. 
 
Por otro lado, el análisis de las imágenes medias bidimensionales de los extremos de RNPs con 
dos moléculas de VP1/VPg reveló la existencia de una elevada heterogeneidad en la disposición 
de las dos densidades correspondientes a moléculas de la polimerasa viral respecto al filamento 
de RNP, distinguiéndose al menos tres clases (Figura 30A). A partir de la clase más numerosa 
de partículas que engloba al 60% del total (4,132 partículas; Figura 30A, centro) se calculó una 
3DR con una limitada resolución de ~35 Å (FSC 0.5). El tamaño de las densidades 
reconstruidas es compatible con el de la VP1 determinada tanto a partir de los extremos de las 
RNPs con una densidad como a partir de la VP1 soluble. El punto de conexión con el filamento 
de RNP se encuentra localizado sobre una de las dos densidades, lo que sugiere la interacción 
covalente sólo con una de ellas (correspondiente a VPg) mientras que la otra (VP1) interacciona 
con VPg. 
 
En resumen, los análisis estructurales de las RNPs mediante ME y tinción negativa indican la 
presencia de al menos una molécula de VPg asociada a cada extremo 5’ de las RNPs, y en 
muchos extremos se localiza además otra molécula de VP1. 
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Figura 29. Caracterización estructural de los extremos de RNPs de IBDV con una molécula de 
VP1/VPg. (A) Análisis por ME y tinción negativa de RNPs. La barra de escala corresponde a 100 nm. En 
círculos rojos se indican los dos extremos de RNPs individuales y en círculos amarillos los extremos del 
resto de RNPs. (B) Ajuste del mapa de densidad de VP1 obtenido por ME (malla azul) en la 3DR de los 
extremos de RNPs con una molécula de VPg (gris). (C) Vistas lateral (arriba), superior (abajo, derecha) e 
inferior (abajo, izquierda) del ajuste del modelo atómico de VP1 (PDB: 2PUS; Garriga et al., 2007) sobre 
el mapa de densidad obtenido por ME de los extremos de RNPs con una molécula de VPg. (D) Ajuste del 
modelo atómico de VP1 sobre el mapa de densidad umbralizado a 2σ sobre la densidad media para 
mostrar el punto de conexión con el inicio del filamento de RNP (flecha). Las barras de escala 
corresponden a 20 Å. 
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Figura 30. Caracterización estructural de los extremos de RNPs con dos moléculas de VP1/VPg. (A) 
Clases medias bidimensionales de extremos de RNPs con dos moléculas de VP1/VPg obtenidas mediante 
alineamiento y promediado de 6,940 partículas. (B) Diferentes vistas de la 3DR obtenida a partir de las 
partículas de extremos de RNPs en las que las moléculas de VP1/VPg se encuentran más próximas entre 
sí. Las flechas indican el punto de conexión con el inicio del filamento de RNP. La barra de escala 
corresponde a 20 Å. 
4.4 Análisis de IBDV mediante microscopía de fuerzas atómicas (AFM) 
4.4.1 Propiedades mecánicas de las poblaciones de IBDV 
Las diferentes poblaciones de IBDV fueron sometidas a experimentos de nanoindentación 
mediante AFM (apartado 3.6) (Hernando-Pérez et al., 2014) para evaluar la influencia de una 
diferencia en contenido genómico en las propiedades del virus, entre ellas la rigidez mecánica 
de la cápsida (Figura 31). De forma general, cuando se llevan a cabo indentaciones dentro del 
rango de grosor de la cápsida, se produce una deformación lineal reversible representada por un 
modelo elástico continuo. Se realizaron 89-131 indentaciones sobre 21-28 cápsidas T=13 
individuales para cada población de IBDV (Figuras 31A-F). El ajuste de estos datos a una 
distribución Gaussiana reveló constantes de elasticidad kE1 = 0.346 ± 0.118 N/m (Figura 31A); 
kE2 = 0.347 ± 0.106 N/m (Figura 31B); kE3 = 0.426 ± 0.121 N/m (Figura 31C); kE4 = 0.505 ± 
0.109 N/m (Figura 31D); kE5 = 0.580 ± 0.116 N/m (Figura 31E); kE6 = 0.697 ± 0.177 N/m 
(Figura 31F). Estos resultados mostraron que aunque la morfología y tamaño de las partículas 
virales son idénticos en todas las poblaciones, la rigidez aumenta con el incremento progresivo 
del contenido genómico empaquetado en cada población (desde partículas E1 vacías a partículas 
E5-E6 con cuatro RNPs). 
 
4.4.2 Caracterización bioquímica y por microscopía electrónica de VLPs de IBDV 
Considerando que VP3 está unida al dsRNA genómico para formar RNPs dentro de los viriones 
(Luque et al., 2009b), el fortalecimiento descrito en el apartado anterior podría estar mediado 
por el complejo dsRNA-VP3 o por cada uno de sus componentes individuales. Las propiedades 
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Figura 31. Rigidez mecánica de las poblaciones de IBDV. (A-F) Histogramas de las pendientes de las 
curvas de indentación llevadas a cabo sobre partículas individuales de las poblaciones E1 (A), E2 (B), E3 
(C), E4 (D), E5 (E) y E6 (F) de IBDV. Se representan los valores de rigidez mecánica (constante de 
elasticidad, k) de partículas individuales después de la nanoindentación. El valor medio de k para cada 
población, calculado mediante ajuste a una distribución Gaussiana fue de: (A) kE1 = 0.346 ± 0.118 N/m; 
(B) kE2 = 0.347 ± 0.106 N/m; (C) kE3 = 0.426 ± 0.121 N/m; (D) kE4 = 0.505 ± 0.109 N/m; (E) kE5 = 0.580 
± 0.116 N/m; (F) kE6 = 0.697 ± 0.177 N/m. En los recuadros se muestran imágenes de AFM (160x160 
nm2) de partículas individuales de cada población de IBDV (esquina superior derecha). Los diagramas 
localizados en la esquina superior izquierda representan la cantidad de RNPs (puntos) empaquetadas en 
cada población de IBDV (como en la Figura 13). 
mecánicas de viriones y pseudo-partículas virales (VLPs) de IBDV fueron comparadas para 
determinar el componente implicado. Las VLPs fueron producidas mediante la expresión de la 
poliproteína en un sistema recombinante basado en virus vaccinia (Castón et al., 2008; 
Lombardo et al., 1999). 
 
Las VLPs fueron purificadas mediante ultracentrifugación en dos gradientes consecutivos de 
sacarosa y CsCl (apartado 3.4.1), y se obtuvieron dos bandas de distinta densidad (Figura 32A), 
la banda superior correspondiente a VLPs vacías (E) y la banda inferior correspondiente a VLPs 
llenas (F) (Figura 32E). En este sistema de expresión heteróloga, la poliproteína de IBDV es 
procesada correctamente y la mayoría de las VLPs son ensambladas en cápsidas T=13 de forma 
y tamaño idénticos a los viriones (Figuras 32B, C). El análisis mediante SDS-PAGE mostró que 
los dos tipos de VLPs estaban compuestas por las mismas proteínas estructurales de IBDV 
(excepto VP1), con cantidades variables de pVP2/VP2 (Figura 32D). El análisis mediante 
electroforesis en geles nativos de agarosa  mostró que las VLPs llenas contienen ssRNAs 
mensajeros celulares heterogéneos encapsidados de manera no específica (Figura 32E). 
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Figura 32. Análisis bioquímico y por ME de VLPs derivadas de la expresión de rVV 
VT7/LacOI/Poly. (A) Gradiente lineal de CsCl iluminado desde la parte inferior del tubo después de la 
ultracentrifugación de VLPs de IBDV; se observan dos bandas correspondientes a VLPs vacías (E) y 
llenas (F). (B, C) Análisis por ME y tinción negativa de VLPs (B) vacías y (C) llenas. La barra de escala 
corresponde a 50 nm. (D) Análisis mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de VLPs (E) 
vacías y (F) llenas y (IBDV) la población E5 de IBDV como control. Los marcadores de peso molecular 
se indican a la izquierda en kDa. Se indican las proteínas estructurales VP1, pVP2, VP2, VP3 y VP4. (E) 
Análisis mediante geles nativos de agarosa y tinción con BrEt de los ácidos nucleicos contenidos en las 
VLPs (E) vacías y (F) llenas, y (IBDV) en la población E5 de IBDV como control. Los marcadores de 
peso molecular se indican a la izquierda (pb). El ssRNA celular se resuelve como una banda difusa (F), y 
se indican las bandas del dsRNA A y B (IBDV). 
4.4.3 Propiedades mecánicas de VLPs de IBDV 
Las VLPs vacías y llenas de IBDV fueron sometidas a experimentos de nanoindentación en las 
mismas condiciones que las poblaciones de IBDV. La constante de elasticidad para las VLPs 
vacías fue kEVLP = 0.277 ± 0.088 N/m (Figura 33A), y para las VLPs llenas kFVLP = 0.320 ± 
0.134 N/m (Figura 33B). Estos valores de rigidez fueron inferiores a los de las poblaciones E2-
E6 que contienen dsRNA, pero similares a los de la población E1 (Figura 33C), sugiriendo que 
en ausencia de dsRNA (población E1 y VLPs vacías) VP3 no incrementa la rigidez de las 
partículas. La presencia de ssRNA inespecífico en el interior de las VLPs, independientemente 
de su unión o no a VP3, no conlleva ningún efecto en las propiedades mecánicas de la cápsida. 
Estos resultados indican un papel específico de las RNPs en el reforzamiento mecánico de las 
cápsidas de IBDV, aunque también podría deberse a la acción del dsRNA por sí solo. 
 
4.4.4 Análisis de las poblaciones de IBDV por fatiga mecánica 
Para caracterizar el reforzamiento mecánico de las cápsidas de IBDV mediado por las RNPs, las 
diferentes poblaciones de IBDV fueron sometidas a experimentos de fatiga mecánica, que 
consisten en ciclos iterativos de aplicación de fuerzas por debajo de la fuerza de ruptura (~150 
pN) sobre partículas individuales monitorizadas a tiempo real (Ortega-Esteban et al., 2012; 
Ortega-Esteban et al., 2013). La cápsida T=13 de IBDV, que tiene un grosor de ~10 nm y un 
radio interno de ~26 nm, fue desestructurada mediante esta metodología de manera controlada 
para cada población viral, liberando fragmentos de la envuelta proteica y permitiendo el acceso 
al núcleo interno de RNPs (Figura 34).  
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Figura 33. Rigidez mecánica de VLPs de IBDV y comparación con las poblaciones de IBDV. (A, B) 
Histogramas de las pendientes de las curvas de indentación llevadas a cabo sobre partículas individuales 
de VLPs (A) vacías y (B) llenas. Se representan los valores de rigidez mecánica (constante de elasticidad, 
k) de partículas individuales después de la nanoindentación. El valor medio de k para cada muestra, 
calculado mediante ajuste a una distribución Gaussiana fue de: (A) kEVLP = 0.277 ± 0.088 N/m; (B) kFVLP 
= 0.320 ± 0.134 N/m. En los recuadros se muestran imágenes de AFM (160x160 nm2) de VLPs 
individuales (esquina superior derecha). (C) Comparación de los valores promedio de rigidez de las 
poblaciones E1-E6 de IBDV y de las VLPs vacías (E) y llenas (F). Las barras verticales indican la 
desviación estándar de cada valor. Los diagramas representan la cantidad de RNPs de cada población  
(como en la Figura 13). 
El comportamiento de fatiga fue similar en las poblaciones E1 (sin dsRNA) y E2 (1 RNP). Se 
muestra un análisis representativo de una partícula E2 que fue indentada 16 veces (~64 min) 
(Figura 34A). En la primera imagen instantánea la partícula E2 intacta tiene una altura de ~68 
nm (Figura 34B, línea negra). Las imágenes 6-11 mostraron una ruptura de la cápsida originada 
por una pequeña fractura que provocó una destrucción completa de la partícula que, tras la 
imagen 14, se observa colapsada en restos de ~20 nm de altura (imagen 16, Figura 34B, línea 
roja). Estos resultados sugieren que inicialmente se eliminan algunos capsómeros, debilitando la 
envuelta viral, hasta su ruptura completa. En cambio, el comportamiento de las partículas E5-E6 
(4 RNPs) mostró una ruptura en etapas definidas. La ruptura de una partícula E5 (Figura 34C) 
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comienza con la disociación de algunos capsómeros de manera similar a la partícula E2 
(imágenes 6-10). En las imágenes subsiguientes se mantiene la integridad estructural. La parte 
superior de la partícula correspondiente a la envuelta proteica es separada (imágenes 11-14) 
exponiendo el núcleo interno de RNPs. La partícula E5 con la parte restante de la cápsida T=13 
es relativamente estable y tiene una altura de ~35 nm (imagen 18, Figura 34D). Este 
comportamiento sugiere que las RNPs estabilizan la cápsida y previenen la destrucción de la 
partícula, incluso en condiciones en las que una gran parte de la envuelta proteica está ausente. 
 
El seguimiento de la altura de las partículas durante los ensayos de fatiga mecánica para cada 
población mostró una respuesta específica para cada población viral. Las partículas E1 y E2 
mostraron un patrón de ruptura caracterizado por la rápida destrucción de la cápsida en un único 
paso (Figura 34E), a pesar de la variación en el inicio de la ruptura de cada partícula. Las 
partículas E5 y E6 mostraron un patrón de ruptura en tres pasos definidos, comenzando con la 
eliminación de la parte superior de la envuelta (~10 nm), y seguido por la eliminación 
consecutiva de dos estructuras de ~20 nm hasta la pared restante de la cápsida unida a la 
superficie de adhesión (Figura 34F, líneas discontinuas). 
 
Los experimentos de fatiga sobre partículas E3 y E4 mostraron que, mientras las partículas E4 
(3 RNPs) tienen un comportamiento de ruptura en un único paso similar al de las partículas E1-
E2 (Figura 34G), las partículas E3 (2 RNPs) muestran un patrón con tres pasos definidos similar 
al de las partículas E5-E6 (Figura 34H). El retraso en el inicio de la ruptura de las partículas E4 
respecto a las partículas E1-E2 probablemente es debido al reforzamiento mecánico por el 
mayor número de RNPs empaquetadas. 
 
4.4.5 Ensamblaje reversible de RNPs de IBDV en dímeros y estructuras complejas 
Una vez que ha sido desmantelada la superficie externa de la cápsida T=13, la detección de las 
dos etapas en el patrón de ruptura de las partículas E3 y E5 (con 2 y 4 RNPs, respectivamente) 
es consistente con la existencia de dos intermediarios durante el desmantelamiento progresivo 
del virión. Sin embargo, estas dos etapas no se detectan en los perfiles de E2 y E4 (con 1 y 3 
RNPs, respectivamente), por lo que la organización de las RNPs debe ser diferente para 
influenciar de manera tan distinta la estabilidad del virus. Por ello evaluamos si las RNPs 
pueden interaccionar entre sí para constituir agregados más complejos.  
 
Cuando las RNPs purificadas de ~30-40 nm de diámetro (Figura 35A, fila 0) fueron incubadas 
con Ca
2+
 ó Mg
2+
 (2 mM, 2h), los filamentos individuales interaccionan entre ellos generando 
ensamblados parcialmente diméricos de ~70-90 nm de diámetro (Figura 35A, fila 2). A 
concentraciones de cationes divalentes de 5 mM los filamentos de RNPs se agregan en grandes  
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Figura 34. Ruptura de las partículas de las poblaciones de IBDV por fatiga mecánica. (A, C) 
Selección de imágenes de la ruptura de una partícula individual de las cápsidas (A) E2 y (C) E5. (B, D) 
Evolución de la altura de la partícula (B) E2  y (D) E5. La partícula E2, inicialmente de ~70 nm de altura 
(línea negra), cambia  a ~15 nm (línea roja); la partícula E5 cambia de ~70 nm de altura (línea negra) a 
~60 y ~40 nm (línea roja). (E-H) Cambios topográficos de las partículas de las poblaciones (E) E1-E2, (F) 
E5, (G) E4  y (H) E3 (H) durante la fatiga mecánica (5-7 partículas para cada población). Los cambios de 
altura se indican con líneas discontinuas. Mientras que las partículas E1-E2 y E4, que contienen un 
número impar de RNPs, colapsan rápidamente tras el daño provocado en la cápsida, las partículas E5 y 
E3, que contienen un número par de RNPs, muestran un comportamiento complejo caracterizado por una 
ruptura secuencial en varios pasos. 
complejos (Figura 35A, fila 5). Cuando los agregados de RNPs obtenidos en presencia de 5 mM 
Ca
2+
/Mg
2+
 se incubaron con concentraciones crecientes desde 5 a 20 mM de EDTA, se recupera 
la morfología original de filamentos sencillos (~30-40 nm de diámetro) (Figura 35A, filas 5+5, 
5+10 y 5+20). 
 
Los filamentos individuales de RNPs (Figura 35A, filas 0 y 5+20) tienen una longitud media de 
0.89±0.03 y 0.78±0.03 µm, que se corresponden con un dúplex de RNA de tipo A debido a que 
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la unión de VP3 al dsRNA no condensa los filamentos (Luque et al., 2009b). Estos resultados 
son consistentes con la formación reversible de complejos de RNPs, probablemente dímeros, 
que explicarían el patrón de ruptura en pasos definidos que se produce en viriones maduros (E5-
E6), y que podrían desempeñar una función en la maduración y desensamblaje de la cápsida. La 
formación de agregados de RNPs también se siguió bioquímicamente. Mientras que las RNPs 
individuales migran tras ultracentrifugación en la zona central de un gradiente discontinuo de 
glicerol (Figura 35B, arriba), en presencia de 2 mM de cationes divalentes se desplazan hacia 
las zona inferior del gradiente (Figura 35B, centro), y en presencia de 5mM se localizan en la 
primera fracción  del gradiente (Figura 35B, abajo). 
 
Figura 35. Análisis de la formación reversible de agregados de RNPs en presencia de cationes 
divalentes. (A) Análisis por ME y tinción negativa de RNPs incubadas durante 2 h a 21ºC con (0) 0 mM, 
(2) 2 mM o (5) 5 mM  CaCl2. RNPs incubadas con 5 mM CaCl2 fueron incubadas 2 h a 21ºC con (5+5) 5 
mM, (5+10) 10 mM o (5+20) 20 mM EDTA. La barra de escala corresponde a 100 nm. (B) Análisis en 
geles nativos de agarosa y tinción con BrEt de las fracciones obtenidas tras someter a ultracentrifugación 
en gradientes discontinuos de glicerol las muestras de RNPs incubadas durante 2 h con (0) 0 mM, (2) 2 
mM y (5) 5 mM de CaCl2. La flecha superior en el gradiente indica la dirección de sedimentación.
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El ensamblaje y maduración de la cápsida viral constituye un excelente sistema para el estudio 
de los mecanismos que controlan la dinámica de los complejos macromoleculares formados por 
la combinación de múltiples proteínas y ácidos nucleicos (Steven et al., 2005). El programa 
genético de los virus está dirigido para la producción de múltiples copias de partículas 
infecciosas, aunque la relación de partículas infectivas versus partículas defectivas durante el 
ciclo replicativo varía desde 1 de cada 10 a 1 de cada 10,000 (Carpenter et al., 2009; van der 
Schaar et al., 2007). 
 
El ensamblaje de la cápsida puede producirse mediante autoensamblaje de las proteínas de la 
cápsida o a través de la participación de componentes adicionales como proteínas de andamiaje 
o ácidos nucleicos (Mateu, 2013). El genoma viral, en combinación con las proteínas de 
andamiaje, puede determinar la nucleación de las subunidades estructurales de la cápsida. En 
muchos virus ssRNA y algunos dsDNA como el SV40, la cápsida se autoensambla alrededor 
del genoma mediante interacciones electrostáticas que se producen entre las cargas positivas de 
las proteínas de la cápsida y las cargas negativas del ácido nucleico (Perlmutter y Hagan, 2015), 
en muchas ocasiones localizadas en posiciones simétricamente equivalentes (Schneemann, 
2006). La estructura de estas regiones ordenadas ha sido visualizada a alta resolución como 
dúplex de RNA. La longitud óptima del genoma viene determinada por las relaciones entre 
cargas, tamaño y volumen de la cápsida y estructura del RNA (Perlmutter et al., 2013; Zandi y 
van der Schoot, 2009). Las predicciones de estructura secundaria sugieren que el RNA viral 
presenta una estructura terciaria compacta que podría promover el ensamblaje alrededor del 
mismo (Yoffe et al., 2008). Además, ácidos nucleicos modificados con características no 
favorables son capaces de dirigir el ensamblaje de cápsidas morfológicamente aberrantes 
(Zlotnick et al., 2013). 
 
En otros sistemas virales el ensamblaje de la cápsida está acompañado por un proceso de 
maduración que ocurre después del ensamblaje. En virus complejos las subunidades 
estructurales se asocian formando un intermediario metaestable, la procápsida, que 
generalmente requiere la acción de múltiples copias de una o varias proteínas de andamiaje 
(factor morfogenético). Una vez finalizado el ensamblaje de la procápsida, el genoma es 
empaquetado, como ocurre en muchos bacteriófagos y algunos virus dsDNA (herpesvirus). 
Después de producirse determinados cambios conformacionales, irreversibles al ser 
desencadenados por proteasas (factor desencadenante), la procápsida da lugar a los viriones 
infectivos. El análisis de estos factores moleculares es necesario para desarrollar estrategias que 
inhiben el ensamblaje viral o lo dirijan a la formación de estructuras aberrantes no infectivas 
(Zlotnick et al., 2007). 
Capítulo 5 
84 
La cápsida T=13 de IBDV (Coulibaly et al., 2005; Saugar et al., 2005) está formada por 
trímeros de VP2 que se encuentran dispuestos en cinco conformaciones distintas (a-e). Esta 
flexibilidad conformacional se debe a un factor intrínseco, la hélice anfipática α5 del extremo 
carboxilo terminal de pVP2, que actúa como interruptor molecular en el polimorfismo 
estructural durante el ensamblaje (Saugar et al., 2005). Numerosas evidencias experimentales 
indirectas indican que la proteína estructural mayoritaria VP3 también participa en el 
polimorfismo estructural de (p)VP2 actuando como proteína de andamiaje (Saugar et al., 2010). 
(Villanueva et al., 2004).  
 
La infección de células aviares con IBDV genera de manera natural hasta (al menos) seis 
poblaciones virales, E1-E6, en función de su contenido genómico. Las poblaciones E1-E3 
contienen 0, 1 y 2 moléculas de dsRNA, respectivamente, mientras que las poblaciones E4-E6 
(~80% de las partículas totales) puede contener más de un genoma completo. Las poblaciones 
E5-E6 (~64% de las partículas totales) contienen 4 moléculas de dsRNA y tienen la mayor 
capacidad replicativa, con una relación partícula/pfu de ~6 (Luque et al., 2009a). En este trabajo 
hemos analizado mediante crioTE y AFM las partículas virales poblaciones de IBDV y,  más en 
detalle mediante crioME, la población E1. Las moléculas de dsRNA encapsidadas en el interior 
de los viriones se encuentran como RNPs, que han sido analizadas funcional y estructuralmente. 
La proteína VP3 está implicada en el ensamblaje de la cápsida, en la formación y actividad de 
las RNPs y en la estabilidad mecánica de la cápsida de IBDV.  
 
5.1 VP3 como proteína de andamiaje durante el ensamblaje de la cápsida de IBDV 
Nuestros análisis indican que la cápsida E1 vacía representa un estadío similar a la procápsida 
de IBDV. Las partículas E1 de IBDV no contienen dsRNA y probablemente se trate de una 
cápsida abortiva en el proceso de ensamblaje y maduración del virus, en la que hemos 
visualizado por primera vez a VP3 como una proteína de andamiaje genuina. La existencia de al 
menos tres estadíos de maduración en función de la organización de VP3 en el interior de la 
cápsida y de la intensidad de las conexiones entre pVP2/VP2 y VP3 pone de manifiesto la 
modulación de la función de VP3 a lo largo del ciclo viral (Figura 36). En las primeras etapas 
del ensamblaje las conexiones entre pVP2/VP2 y VP3 son numerosas y VP3 estabiliza a una 
cápsida T=13 inmadura e inestable (cápsida E1-1A), cuya resolución es limitada. Una vez 
ensamblada la cápsida T=13 con una cierta estabilidad estructural, las conexiones de VP3 con la 
superficie interna de la cápsida T=13 van disminuyendo (cápsida E1-1B), hasta un estadío final 
en el que la mayoría de VP3 se encuentra distribuida de manera homogénea en el volumen 
interno, sin interacciones directas con la superficie interna de la cápsida (cápsida E1-2). Los 
últimos cinco residuos de la región carboxilo terminal de VP3, 
255
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factor de activación) interaccionan de manera temporal con la región 
443
GFKDIIRAIR
452
 de la 
hélice  anfipática de pVP2 (Saugar et al., 2010). El extremo C-terminal de VP3 está precedido 
por una región de carácter básico, rica en Arg y Lys, que también juega un papel importante ya 
que mutaciones de los residuos de Arg alteran el ensamblaje de la cápsida T=13 (Irigoyen et al., 
2012). Estos resultados sugieren que existen al menos dos modos de interacción de la proteína 
VP3: uno dedicado a la modulación del polimorfismo estructural de VP2, y el otro implicado en 
la estabilización de la procápsida y/o impidiendo el ensamblaje de estructuras abortivas. En este 
sentido, VP3 es similar a las proteínas de andamiaje los fagos P22 (Salmonella) y ϕX174 (E. 
coli) (Fane y Prevelige, 2003). El análisis de la población E1 y su clasificación en las partículas 
E1-1A, E1-1B y E1-2 sugiere que, como la propia procápsida metaestable, las conexiones entre 
VP3-pVP2 se deben a interacciones débiles y dinámicas que se rompen espontáneamente (como 
se detecta en las cápsidas E1-1B o E1-2). La existencia de siete u ocho conexiones en cada 
subunidad asimétrica supone un total de 420-480 conexiones en la cápsida, en línea con el 
número medio de moléculas de VP3/virión en las poblaciones E2-E6, de ~450 copias (Luque et 
al., 2009a). Estos cáculos suponen una relación molar (p)VP2:VP3 de 1.7. La procápsida T=7 
del fago P22, constituída por la proteína gp5, puede contener hasta ~300 copias de la proteína de 
andamiaje (gp8) (Chen et al., 2011; Prevelige et al., 1988), lo que supone una relacion molar 
gp5:gp8 de 1.4, en un rango similar al de IBDV. 
 
Cuando la formación in vivo de la procápsida ha concluido, VP3 es liberada y finaliza su 
función de andamiaje después del procesamiento de la región carboxilo terminal de pVP2 por 
VP4 (Sánchez y Rodríguez, 1999), la proteasa celular PurSA (Irigoyen et al., 2012) o la propia 
VP2 durante la maduración del virus (Irigoyen et al., 2009). A continuación VP3 comienza su 
función como nucleoproteína unida al dsRNA en el virión maduro (Luque et al., 2009b) y 
activador de VP1 (Ferrero et al., 2015a; Garriga et al., 2007). Por tanto, otro factor que puede 
jugar un papel determinante en este proceso es el propio genoma viral cuando interacciona con 
VP3. En el virus de la gripe y en los fagos ϕ6 y ϕ12, los diferentes segmentos genómicos son 
encapsidados gracias a la presencia de señales específicas de empaquetamiento y la interacción 
entre ellos (Essere et al., 2013; Fournier et al., 2012; Huiskonen et al., 2006). El 
empaquetamiento del genoma viral en BTV ocurre mediante la formación de complejos entre 
los correspondientes ssRNAs con estructuras secundarias específicas, que permiten el 
reconocimiento secuencial y unidireccional de los distintos segmentos genómicos (10 en total) y 
con ello asegurar que cada partícula individual contenga un genoma completo (Fajardo et al., 
2015; Sung y Roy, 2014). Sin embargo en IBDV el empaquetamiento es inespecífico y los dos 
segmentos son encapsidados de manera aleatoria (Luque et al., 2009a).   
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En viriones de IBDV (E2-E6) el número de moléculas de VP3 es ~450, independientemente del 
número de segmentos de dsRNA empaquetados (Luque et al., 2009a). La incorporación de VP3 
por tanto está determinada principalmente por su función como proteína de andamiaje durante el 
ensamblaje de proteínas de la cápsida inmaduras (pVP2) en la procápsida (Saugar et al., 2010). 
En nuestro modelo de ensamblaje de la cápsida T=13, la interacción entre pVP2 y VP3 retrasa 
el procesamiento rápido por parte de PurSA del dominio carboxilo terminal de pVP2, y los 
trímeros de pVP2 se ensamblan mayoritariamente en hexámeros evitando la tendencia natural 
de VP2 a formar únicamente pentámeros (y originar subpartículas virales T=1). Este modelo es 
consistente con otros análisis estructurales que muestran que la hélice anfipática α5 adopta dos 
conformaciones, formando un haz de cinco hélices en los pentámeros (estado cerrado) o una 
conformación abierta en forma de estrella en los hexámeros (Luque et al., 2007). En los 
diferentes estados de ensamblaje caracterizados en la población E1, sobre todo en la cápsida E1-
1A, las conexiones entre pVP2 y VP3 se mantienen localizadas en el centro de las posiciones 
pentaméricas y en los trímeros de (p)VP2 que forman parte de los hexámeros. 
 
 
Figura 36. Modelo para el ensamblaje de la cápsida T=13 de IBDV a través de la formación de una 
procápsida. La procápsida de IBDV pasa por tres estadíos de hasta generar la cápsida del virión maduro: 
(1) cápsida E1-1A: VP3 actúa como andamiaje de la cápsida T=13 inmadura e inestable y las conexiones 
entre pVP2/VP2 y VP3 son intensas; (2) cápsida E1-1B: VP3 abandona progresivamente su función de 
andamiaje, probablemente por la unión al dsRNA, y las conexiones entre pVP2/VP2 y VP3 se debilitan 
y/o disminuyen; (3) cápsida E1-2: la mayor parte de VP3 está interaccionando con el genoma y se 
encuentra distribuida de manera homogénea en el volumen interno. 
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La estructura atómica de VP3 resuelta por cristalografía de rayos X comprende 
aproximadamente la mitad (residuos T92-H220) de la secuencia completa de la proteína 
(Casañas et al., 2008). Esta región se basa en dos dominios de α-hélices conectados por un lazo 
flexible en forma de bisagra y se encuentra organizada como un dímero. La ausencia de los 
extremos amino y carboxilo terminal en la estructura resuelta refleja la elevada flexibilidad 
intrínseca de los mismos. La densidad interna de VP3 localizada en la procápsida (cápsida E1-
1A) carece de simetría  icosaédrica y probablemente constituya una estructura de aspecto 
micelar que comparte muchas similitudes con la procápsida de los herpesvirus. Durante el 
ensamblaje de la cápsida T=16 de los herpesvirus, además de la acción de las proteínas de 
andamiaje externas VP23 y VP19C (Aksyuk et al., 2015), se forma una estructura de andamiaje 
interna con dímeros de la proteína de andamiaje preVP22a y el precursor de la proteasa viral 
VP24-VP21 que estabilizan la procápsida durante el ensamblaje, donde VP22 y VP21 tienen la 
misma secuencia (Cardone et al., 2012). VP24 se autoprocesa y proteoliza los región C-terminal 
de VP21 y preVP22a provocando la liberación de las interacciones de VP22a y VP21 con la 
proteína mayoritaria de la cápsida VP5. La proteasa también degrada a VP22a y comienza la 
encapsidación del genoma para dar lugar a la cápsida madura o cápsida C. La procápsida E1-1A 
de IBDV es equivalente a la partícula abortiva del ensamblaje de herpervirus denominada 
cápsida B, y la partícula E1-2 es similar a la estructura de la cápsida A (Figura 37) que se 
pueden aislar como resultado de alteraciones en la ruta de ensamblaje. La región C-terminal 
procesada de VP21 y preVP22a presenta una estructura dimérica rica en α-hélices organizada 
como una doble espiral (Pelletier et al., 1997). La estructura cristalográfica de la proteína de 
andamiaje del fago ϕ29 también presenta una estructura de doble espiral dimérica (Morais et al., 
2003). 
 
IBDV, y los birnavirus en general, comparten muchas características y estrategias con virus 
ssRNA de polaridad positiva y negativa. Mientras que el plegamiento de la proteína de la 
cápsida VP2 (así como su actividad autoproteolítica) es muy similar a la de los nodavirus, VP1 
es similar a la RdRp de los tetravirus, y la organización del genoma como RNPs es común entre 
virus (-) ssRNA, el ensamblaje de una procápsida con la implicación transitoria de una proteína 
de andamiaje interna es típica de virus dsDNA (bacteriófagos y herpesvirus). Considerando la 
estrategia de ensamblaje de la cápsida, IBDV representa un nexo de unión entre los linajes 
virales de los virus dsRNA y dsDNA (Abrescia et al., 2012). 
 
5.2 Estabilidad mecánica de la cápsida de IBDV mediada por RNPs 
Nuestros análisis indican que un incremento en el contenido genómico de los viriones supone 
un incremento en la rigidez de la cápsida. Los ácidos nucleicos virales tienen un papel  
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Figura 37. Ruta de ensamblaje de la cápsida de herpesvirus. El ensamblaje de la procápsida comienza 
en la proteína portal (UL15/UL28/UL33). Ésta sirve de punto de nucleación para el ensamblaje de la 
proteína de la cápsida (VP5), con la ayuda de las proteínas de andamiaje externas (VP19C+VP23) e 
internas (pre-VP22a y VP24+pre-VP21). La proteasa (VP24), activada tras su liberación de la 
poliproteína (VP24+pre-VP21), procesa la proteína interna de andamiaje, que es liberada durante el 
empaquetamiento del DNA. En esta etapa se produce un cambio conformacional de la cápsida que crea 
sitios de unión para proteínas accesorias (VP26) en las posiciones hexaméricas. Una vez finalizado el 
empaquetamiento del material genómico, se produce otro cambio conformacional que promueve la unión 
del heterodímero UL17/UL25. Las cápsidas A y B son partículas abortivas producidas como 
consecuencia de alteraciones en etapas tempranas de la ruta de ensamblaje (adaptado de Cardone et al., 
2012). 
estructural en el ensamblaje y estabilización de muchos virus. Los análisis de indentación por 
AFM de virus dsDNA (fago ϕ29) muestran que el dsDNA altamente empaquetado (~45 pb/100 
nm
3
, con una elevada presión interna de ~40-60 atm) incrementa la rigidez de la partícula, de 
manera similar al efecto del aire comprimido en el interior de una pelota de fútbol (Hernando-
Pérez et al., 2012). En el virus diminuto del ratón (MVM), el ssDNA interacciona 
específicamente con residuos localizados en la superficie interna de la cápsida y tiene un efecto 
reforzante (Carrasco et al., 2006; Carrasco et al., 2008). De manera similar, el virus del 
triatoma, un virus ssRNA con una densidad de empaquetamiento mayor que los fagos ϕ29 y λ, 
muestra interacciones electrostáticas entre el RNA y regiones cargadas positivamente de la 
superficie interna de la cápsida (Snijder et al., 2013). En las partículas de la población E5 de 
IBDV (con una densidad del dsRNA de ~20 pb/100 nm
3
), el incremento del número de RNPs 
empaquetadas se corresponde con una mayor rigidez mecánica. Las RNPs estabilizan la cápsida 
y ayudan a mantener su integridad estructural, incluso cuando se pierden algunos cápsomeros. 
En este contexto es interesante resaltar los análisis comparativos de nanoindentación mediante 
AFM de las partículas de la población E1 y las SVPs T=1. Las cápsidas T=13 de la población 
E1 y las cápsidas T=1 tienen constantes de elasticidad similares a pesar de las grandes 
diferencias en tamaño, ~70 nm versus ~26 nm (comunicación personal, Dr. Johann Mertens, 
IMDEA). Experimentos de simulación de AFM para modelos discretos de las cápsidas T=13 y 
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T=1 indican que la cápsida T=13 requiere un grosor extra de ~3.5 nm para que la rigidez de 
ambas estructuras sea similar (comunicación personal, Dr. David Reguera, Universidad de 
Barcelona). Estos análisis son consistentes con nuestros resultados de crioTE y crioME respecto 
a la existencia de una capa interna de VP3 conectada a la cápsida T=13 con una función de 
andamiaje durante el ensamblaje del virus. 
 
Los ensayos de digestión con RNasa III de RNPs purificadas (Luque et al., 2009b), así como los 
resultados obtenidos mediante crioME, indican que VP3 se encuentra homogéneamente 
distribuida a lo largo del dsRNA y permite asumir que probablemente la VP3 unida al dsRNA 
sea la responsable de la resistencia mecánica de la cápsida de IBDV, aunque el propio dsRNA 
también podría estar involucrado. VP3 por sí sola o en presencia de ssRNA celular inespecífico 
(libre o unido al ssRNA), no incrementa la rigidez de la cápsida. Estos resultados implican que 
VP3 adquiere una conformación competente para la interacción con VP2 únicamente mediante 
su unión al dsRNA (Figura 38). Estas interacciones VP2-VP3 difieren de las interacciones 
pVP2-VP3 que ocurren durante el ensamblaje de la procápsida. Las 3DRs de viriones maduros 
sólo mostraron densidades correspondientes a VP2 sin densidades relacionadas con VP3 
(Coulibaly et al., 2005; Luque et al., 2007), sugiriendo que las interacciones VP2-VP3 
detectadas por AFM son aleatorias y/o estables pero irregulares.  
 
Figura 38. Dímeros de RNPs como unidad básica de estabilización de la cápsida de IBDV. Esquema 
de la cápsida de IBDV y los componentes estructurales implicados en su estabilización. Cuando VP3 está 
actuando como andamiaje o “soluble” en el interior de la cápsida (VLPs vacías, poblaciones E1 y E2), o 
en presencia de ssRNA (VLPs llenas), los contactos con VP2 (X rojas) son débiles o inexistentes. En 
presencia de dsRNA, los contactos son más intensos (flechas rojas), probablemente porque la unión de 
VP3 al dsRNA le permite adquirir la conformación correcta para establecer una interacción más fuerte 
con VP2 (izquierda). Los viriones maduros de IBDV (poblaciones E5 y E6) son poliploides y tienen 
empaquetados cuatro segmentos de dsRNA organizados como RNPs en su interior. En este caso, las 
RNPs están organizadas formando dímeros; en este estado oligomérico, VP3 adquiere una conformación 
que le permite establecer interacciones fuertes con la superficie interna de la cápsida. Esta organización 
estructural del genoma explica el comportamiento de ruptura en pasos definidos observado en los 
experimentos de fatiga mecánica (el grosor de la capa viral es ~10 nm según análisis previos mediante 
crioME tridimensional). 
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El análisis del contenido de RNPs de las poblaciones de IBDV mediante electroforesis en geles 
nativos de agarosa indica que VP3 está unida al dsRNA en una relación constante debido a que 
se detectan bandas definidas que se corresponden con el segmento A y B (Luque et al., 2009b). 
De manera indirecta, la estequiometría de VP3 implica que muchas moléculas de VP3 no se 
encuentran unidas al dsRNA en las poblaciones E2-E4, permaneciendo como proteínas solubles 
en el interior de la cápsida (en su totalidad en las poblaciones E1-1B y E1-2). El estudio de 
mutantes de VP3 que afecten parcialmente la estabilidad de la cápsida sin alterar otras funciones 
como la unión al dsRNA permitiría identificar las regiones de VP3 involucradas en la 
estabilización de la cápsida después del ensamblaje. 
 
Los experimentos de fatiga mecánica nos han permitido obtener información sobre la ruta de 
desensamblaje del virus que garantiza una infección satisfactoria (Ortega-Esteban et al., 2013). 
Las diferentes poblaciones de IBDV fueron sometidas a secuencias de fuerzas constantes para 
inducir la modificación gradual de la estructura molecular de los viriones. Los resultados 
derivados de estos análisis mostraron la existencia de dos patrones de ruptura distintos, continuo 
en un único paso o discontinuo en pasos definidos. Las partículas de las poblaciones E5-E6 
empaquetan cuatro RNPs y se fragmentan en tres pasos; tras la eliminación de un número de 
capsómeros, un fragmento de la cápsida T=13 es eliminado y queda expuesto el núcleo interno 
de RNPs. A continuación se pierde la mitad superior del núcleo interno, seguido de la mitad 
inferior. La disposición del núcleo interno (4 RNPs) en dos mitades sería consistente con la 
organización de las RNPs en dos dímeros en el interior de la cápsida. La interacción progresiva 
entre RNPs fue observada in vitro variando la concentración de Ca
2+
/Mg
2+
. La estructura 
atómica de la región central de VP3, basada en dos dominios de α-hélices conectados por un 
lazo flexible en forma de bisagra, se encuentra organizada como un dímero (Casañas et al., 
2008). El potencial electrostático de las regiones conectadas del dímero de VP3 muestra zonas 
cargadas negativamente que podrían ser neutralizadas por cationes divalentes o altas 
concentraciones de sal. 
 
Las partículas de las poblaciones E3 y E5-E6 mostraron un comportamiento similar en los 
experimentos de fatiga mecánica; todas presentan un número par de RNPs que podrían asociarse 
en uno o dos dímeros, respectivamente. La población E4, que empaqueta tres RNPs, sigue un 
comportamiento lineal de ruptura en un único paso; esta similitud con las poblaciones E1-E2 
sugiere que la presencia de una molécula individual de RNP no favorece una situación óptima 
para la formación de dímeros de RNPs. Estos datos muestran la diferencia entre rigidez y 
ductilidad estructural; mientras que las cápsidas E4 son más rígidas que las E3, sin embargo son 
menos resistentes a fatiga mecánica, debido a que el efecto estabilizador de las RNPs se ve 
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reducido. Estos resultados sugieren que la función estabilizadora de la cápsida está mediada por 
dímeros de VP3 establecidos por la interacción entre moléculas individuales de RNPs. 
 
Los estudios de IBDV mediante AFM, en combinación con análisis estructurales previos 
mediante crioME tridimensional y cristalografía de rayos X, muestran una correlación directa 
entre la rigidez mecánica de la cápsida de IBDV y el número de RNPs incorporadas en ella. 
Estas características podrían estar determinadas por oligómeros de RNPs y tener importantes 
implicaciones en el ciclo viral. 
  
5.3 Análisis de VP3 y VP1 como componentes esenciales de las RNPs de IBDV 
Las proteínas virales que interaccionan con ácidos nucleicos para llevar a cabo la selección, 
empaquetamiento y/o condensación dentro de las cápsidas virales son relativamente comunes en 
las diferentes familias virales. Además de la función de andamiaje durante el ensamblaje de 
IBDV, VP3 también actúa como proteína de unión al dsRNA viral generando RNPs (Luque et 
al., 2009b; Pedersen et al., 2007; Tacken et al., 2002). La formación de RNPs con moléculas de 
dsRNA es una característica distintiva de los birnavirus ya que no ha sido descrita en ningún 
otro virus dsRNA. La estequiometría de VP3 en las cápsidas E2-E6 es de ~450 copias, 
independientemente del número de segmentos de dsRNA incorporados (Luque et al., 2009a), lo 
que implica que, si la unión de VP3 al dsRNA es a saturación, en las poblaciones E5-E6 con 
cuatro segmentos de dsRNA habría ~112 moléculas de VP3/molécula dsRNA, o una molécula 
de VP3/26 pb o, lo que es lo mismo, 1 molécula de VP3 cada ~73 Å. Estas estimaciones son 
consistentes con el análisis mediante crioME de RNPs funcionalmente activas que indica que 
los filamentos de dsRNA están recubiertos homogéneamente por monómeros de VP3 con una 
separación de ~71 Å entre moléculas adyacentes.  
 
La reconstitución del complejo VPg-dsRNA obtenido en condiciones nativas con VP3 muestra 
la recuperación gradual del número de moléculas de VP3 unidas no covalentemente al dsRNA. 
Las RNPs reconstituidas llevan asociado un incremento de la actividad de síntesis de RNA en 
ausencia de la cápsida hasta alcanzar niveles similares a los obtenidos con las RNPs nativas. La 
funcionalidad de las RNPs nativas o reconstituidas también quedó demostrada en los 
experimentos de transfección de células aviares donde se recuperó una progenie viral 
competente. El recubrimiento homogéneo de VPg-dsRNA con VP3 para restablecer la 
funcionalidad de las RNPs sugiere que las interacciones entre VP1 y VP3 son necesarias 
durante la replicación y transcripción del genoma viral. De hecho, la región C-terminal de VP3 
es un activador transcripcional que introduce cambios conformacionales en un lazo de VP1 que 
bloquea el sitio activo de la polimerasa (Garriga et al., 2007). Estos resultados nos permiten 
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plantear la hipótesis de un deslizamiento de VP1 a lo largo de la RNP, donde cada molécula de 
VP3 repite su mecanismo de activación a medida que avanza sobre el dsRNA. En adenovirus, la 
proteasa viral está asociada al dsDNA hasta que se encuentra con el precursor de la proteína VI 
(pVI), que lo procesa generando un segmento de 33 residuos del extremo N-terminal y un 
segmento de 11 residuos del extremo C-terminal (pVIc) de la proteína VI. El segmento pVIc se 
une a la proteasa y permite su deslizamiento a lo largo del dsDNA, que se encuentra formando 
adenosomas (dsDNA asociado a la nucleoproteína pVII), con el consiguiente procesamiento de 
otros precursores virales que también se encuentran unidos al dsDNA (Mangel y San Martín, 
2014). En virus (-) ssRNA, la interacción entre la polimerasa viral y la nucleoproteína es 
esencial para estimular la actividad de síntesis de RNA y la procesividad de la polimerasa 
durante la replicación del genoma (Honda et al., 1988; Morin y Schaeffer, 2012; Portela y 
Digard, 2002). 
 
Los birnavirus carecen de la nucleocápsida T=2 conservada en los demás virus dsRNA, por lo 
que las RNPs deben realizar manera eficiente las funciones específicas relacionadas con la 
replicación y transcripción del genoma viral, así como con el silenciamiento del RNAi (Luque 
et al., 2009b; van Cleef et al., 2014). Esta característica estructural, aunque no se ha observado 
en otros virus dsRNA, es similar a las nucleoproteínas de determinados virus dsDNA. Las 
partículas icosaédricas de poliomavirus y papovavirus contienen en su interior una estructura 
cromosómica compuesta por el dsDNA circular estructurado en nucleosomas por histonas 
celulares (Fanning y Zhao, 2009; Pawlita et al., 1996). La organización genómica de adenovirus 
es similar pero el dsDNA lineal se encuentra condensado por sus propias proteínas virales 
formando adenosomas (Pérez-Berná et al., 2015).  
 
La organización del genoma viral en RNPs es, sin embargo, común entre los virus (-) ssRNA 
(Ortín y Martín-Benito, 2015). Mientras que en los virus con genoma no segmentado las 
nucleoproteínas están organizadas siguiendo una conformación helicoidal, lineal y rígida 
(Schoehn et al., 2004; Tawar et al., 2009), en los virus con genoma segmentado es circular y 
flexible (Raymond et al., 2010). En los virus con genoma no segmentado las interacciones inter-
monoméricas implican únicamente las regiones flexibles amino y/o carboxilo terminal de las 
nucleoproteínas (Arranz et al., 2012). En los virus con genoma segmentado, la región flexible 
de un monómero (el extremo amino terminal en los bunyavirus) establece interacciones con la 
región central (cuerpo) del monómero consecutivo (Ferron et al., 2011). En los bunyavirus, esta 
flexibilidad provoca la formación de una estructura sin simetría aparente (Pettersson y von 
Bonsdorff, 1975), similar a lo que ocurre en las RNPs de IBDV. Además, el genoma no 
segmentado contiene la fosfoproteína, un factor viral esencial en la transcripción y replicación 
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del genoma. Las fosfoproteínas presentan una estructura alargada en la que se alternan dominios 
ordenados y estables con regiones desordenadas y flexibles, y tienen capacidad de 
oligomerización (Habchi et al., 2010). La estructura de VP3 de IBDV presenta una organización 
similar a las nucleoproteínas de los virus (-) ssRNA no segmentados, donde la región central 
representaría el núcleo estable y ordenado y los extremos amino y carboxilo terminal estarían 
implicados en las interacciones entre monómeros gracias a su desorden y/o flexibilidad 
intrínsecos. El extremo carboxilo terminal de VP3 es una región hidrofílica, flexible y 
desordenada, que está implicado en la modulación del polimorfismo de VP2 durante el 
ensamblaje de la cápsida de IBDV, y en la interacción con VP1 (Maraver et al., 2003b; Tacken 
et al., 2002; Tacken et al., 2000) y su consiguiente incorporación en el interior de los viriones 
(Bahar et al., 2013; Lombardo et al., 1999). 
 
El análisis estructural de los extremos de las RNPs de IBDV indica la presencia de una o dos 
moléculas de VP1 en cada extremo 5’ del dsRNA, y una de ellas unida covalentemente al 
filamento de RNP que se corresponde a VPg (RNPs con la disposición “1+1”). Estudios previos 
indican que VP1 es capaz de sintetizar cadenas de ssRNA y permanece unida covalentemente al 
extremo 5’ de las cadenas de nueva síntesis en su forma VPg (Graham et al., 2011; Pan et al., 
2009b). Es posible que sobre VPg se uniera una molécula de VP1 soluble, que llevaría a cabo la 
síntesis de RNA en un proceso semiconservativo (Dobos, 1995). Esta disposición natural se 
correspondería con las RNPs “1+2” y “2+2”. La formación de dímeros de RdRp (incluso 
oligómeros), se ha descrito en virus (+) ssRNA (Cevik, 2013; Chinnaswamy et al., 2010; 
Ferrero et al., 2015b; Hogbom et al., 2009; Spagnolo et al., 2010), en virus (-) ssRNA (Chang et 
al., 2015), y en virus dsRNA como IPNV (Graham et al., 2011). La formación de dímeros y 
oligómeros de RdRps puede ser importante como un mecanismo de regulación alostérica, o para 
incrementar su estabilidad (Ferrer-Orta et al., 2015). En este contexto, la presencia de una 
molécula de VPg en cada extremo 5’ de la doble hebra de RNA sugiere que, dependiendo del 
extremo donde se une VP1, se sintetiza la cadena complementaria positiva o negativa y, lo que 
es más interesante, tanto la transcripción (síntesis de cadena positiva) como la replicación 
(síntesis de cadena negativa) se inician de forma similar. Los análisis bioquímicos de los 
denominados complejos VPg-dsRNA muestran que también contienen moléculas de VP1, por 
lo que en los experimentos de síntesis de RNA con RNPs reconstituidas, la actividad polimerasa 
podría ser realizada por cualquiera de las dos RdRps. Los dímeros de RdRp, o lo que es lo 
mismo VPg unida a VP1, deben ser más estables que la unión de VP3 a lo largo del filamento 
de dsRNA. Futuros estudios están encaminados a resolver esta ambigüedad, así como la 
estequiometría de VPg, al menos en la población E5-E6. 
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IBDV proporciona un sistema relativamente sencillo para el estudio de las bases moleculares 
que determinan la multifuncionalidad de la proteína VP3, y su capacidad para realizar 
actividades distintas de manera simultánea como la unión al dsRNA y la estabilización 
mecánica de la cápsida. Los factores que controlan esta multifuncionalidad pueden ser variados. 
La interacción de VP3 con (p)VP2, VP1 o el dsRNA podría inducir cambios conformacionales  
específicos para cada ligando, así como el estado oligomérico de VP3. La estructura 
cristalográfica resuelta de VP3 es un dímero de la región central (T92-H220) (Casañas et al., 
2008) que podría tener su relevancia in vivo. Por ejemplo en la dimerización de las RNPs, 
detectada indirectamente en los experimentos de fatiga mecánica, y visualizada por ME cuando 
las RNPs son incubadas en presencia de cationes divalentes (2 mM Ca
2+
 ó Mg
2+
). Los ensayos 
de actividad de las RNPs (nativas o reconstituidas) también se realizan en condiciones de 
dimerización de la VP3, en presencia de 4 mM Mg
2+
, necesario para la actividad polimerasa de 
VP1. Alternativamente, los dímeros de VP3 podrían ser relevantes para su actividad como 
proteína de andamiaje. Otros factores implicados pueden ser debidos a modificaciones de VP3 
(por ejemplo fosforilaciones), estados plegados/desestructurados de sus extremos amino y/o 
carboxilo, concentraciones locales en el viroplasma de pequeños ligandos, o una combinación 
de éstos. El conocimiento de las estructuras atómicas de los extremos amino y o carboxilo de 
VP3, bien por sí mismos o solapados a la región central, contribuirá a una mejor comprensión 
de los interruptores moleculares que controlan su multifuncionalidad. 
 
Las proteínas virales como VP3 representan el candidato potencial más adecuado para el diseño 
de fármacos debido a que un único compuesto podría interferir con múltiples funciones a lo 
largo del ciclo viral. 
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1. La proteína multifuncional VP3 se ha visualizado directamente como proteína de 
andamiaje durante el ensamblaje de la procápsida de IBDV a partir del análisis 
estructural de la población viral E1. Las partículas E1 representan procápsidas T=13, 
carentes de genoma viral (abortivas), en las que se definen la interacciones entre 
pVP2/VP2 y VP3, localizadas en las posiciones pentaméricas y hexaméricas. 
 
2. Los complejos VPg-dsRNA obtenidos en condiciones nativas están constituidos por el 
dsRNA viral y las proteínas VPg y VP1. Estos complejos son reconstituidos con VP3 
para formar complejos ribonucleoproteicos, RNPs, similares a las RNPs originales del 
virus. Las RNPs reconstituidas son competentes para la síntesis de RNA en ausencia de 
la cápsida T=13 de VP2. La transfección de células aviares con RNPs nativas o 
reconstituidas permite recuperar una progenie viral competente. 
 
3. Las RNPs de IBDV son estructuras filamentosas sin simetría helicoidal recubiertas 
homogéneamente por monómeros de VP3 con una separación de ~73 Å entre moléculas 
adyacentes. Los extremos de las RNPs presentan una o dos moléculas de VP1/VPg. 
 
4. El análisis mecánico de las poblaciones de IBDV indica que los viriones con mayor 
contenido en RNPs, que se correlacionan con una mayor infectividad, tienen una 
cápsida más rígida. Esta rigidez está mediada por VP3 unida al dsRNA. Los contactos 
de VP2 con VP3 establecidos en la cápsida madura (E5-E6) son distintos de las 
interacciones iniciales durante el ensamblaje de la procápsida (E1). Los dímeros de 
RNPs son las unidades básicas de estabilización del virión. 
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